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ABSTRAKT

Cilem mé diplomové prace na térg#ekt polynenasycenych mastnych kyselin

n-3 ve vyZi¥ potkana na expresi vybraného gebwylo prozkoumat vliv kyseliny
eikosapentaenové (EPA) a kyseliny dokosapentaen@®4A) na expresi geh
kodujicich receptory GPR120, AdipoR1 a AdipoR2 vaaliu k potlaeni stavu
mirného chronického zaétu organismu na modelu snizeni rizika vzniku aldesézy
dietarni intervenci u laboratorniho potkana. Paikarbylo do krmné sgsi MYPO
piidano 6 % oleje ze stlice barviské (dieta S), 6 % rybiho oleje (dietadp % oleje

z tasy Schizochytrium(dieta A). Genova exprese bylagiena metodou kvantitativni
PCR v realnéntase a vysledky byly vyhodnoceny pomoci softwarusgbaBiogazelle
NV). Relativni exprese gen@PR120byla u F diety 88 % (P > 0,05), u diety A 93 %
(P > 0,05) oproti kontrolni skupin(100 %). Relativni exprese ge®DIPOR1 byla

u F diety i A diety 82 % (P < 0,05) oproti kontrobkupiré. U genuADIPOR2to bylo
71 % (P < 0,05) u diety F a 68 % (P < 0,05) u diatyVysledky byly v rozporu
s hypotézou, nicménpresré se shoduji s vysledky jinych studii v dostupnérétue.

Bylo by vhodné provést dalSi studie zabyvajicicsgd problematikou.

KLi COVA SLOVA

Eikosapentaenova kyselina (EPA), Dokosahexaenogé&likg (DHA), Mirny

chronicky zast, Ateroskler6za, Real-Time PCR, Genova exprese.



ABSTRACT

The aim of my thesis on topithe effect of n-3 polyunsaturated fatty acids
in the diet of rats on expression of selected gemas to investigate the effect
of eicosapentaenoic acid (EPA) and docosapentaemmic (DHA) on the expression
of genes which encode GPR120, AdipoR1 and AdipoRR2eptors in relation
to suppress low-grade chronic inflammation in orgen to reduce the risk
of atherosclerosis by dietary intervention in r&ats were fed by a mixture MYPO
with 6 % safflower oil (diet S), 6 % fish oil (digt) or 6 % of oil from algae
Schizochytriun{diet A). Gene expression was measured by quanéteeal-time PCR
method and the results were evaluated by usingdfiare gbase + (Biogazelle NV).
Relative expression dEPR120gene was in F diet 88 % (P > 0,05), in A diet 93 %
(P > 0,05) in comparison with control group (100 Rélative expression &DIPOR1
gene was in F diets and A diet 82 % (P < 0,05)omgarison with the control group.
For ADIPOR2 gene relative expression was 71 % (P < 0,05) et Bi and 68 %
(P < 0,05) in diet A. The results were contrarptw hypothesis. However, they exactly
match the results of other studies in the availditdéeature. It would be appropriate
to carry out further studies on this issue.

KEY WORDS

Eicosapentaenoic acid (EPA), Docosahexaenoic &dtAj, Low-grade chronic

inflammation, Atherosclerosis, Real-Time PCR, Gexgression.
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1 UvOD

Polynenasycené mastné kyseliny a jejich vliv rganismus je v s@asné dob
velmi diskutované téma. Vyznamné jsou jak n-6, tak3 polynenasycené mastné
kyseliny, jejichZz dinky na organismus jsotasto proticiidné. DaleZity je proto jejich
vyvazeny pondr ve stra¥é. NejvyznamgjSimi zastupcifady n-3 polynenasycenych
mastnych kyselin jsou kyselina eikosapentaenov@d\JEPkyselina dokosapentaenova
(DHA), které jsou sotasti fosfolipidovych buwtnych membran a podileji se ek
kyselin pati zejména ttné ryby, korysi a miskérasy.

V sowasné dob se spoustaddeckych studii zabyva protizétiivymi Gc¢inky
EPA a DHA. ZvySené riziko chronického zém v organizmu a vzniku aterosklerozy
(kardiovaskularni onemoeni) je mimo jiné podmigmo gili§ vysokym porgrem
polynenasycenych mastnych kyselimdy n-6 (kyselina linolovda, se égkjnim
metabolitem kyselinou arachidonovou) oproti kys@iniady fady n-3. Vliv gchto
kyselin na ateroskler6zu a z#éie prednetem i této diplomoveé prace, kdy byl u skupiny
laboratornich potkan pomoci aterogenni diety podmim vznik aterosklerézy
na modelu nizkého stuprhronického z&u.

EPA a DHA slouzi jako ligandy pro akkzité membranové receptory
a transkrigni faktory, které moduluji signalni drahy jadernéfaktoru kappa B
(NF-xB), transkrigniho faktoru, ktery ma kibvou roli v regulaci z&tlivé imunitni
odpowdi.

Cilem diplomové prace bylo prozkoumat vliv¥chto polynenasycenych
mastnych kyselin na expresi gekodujicich receptor GPR120, AdipoR1 a AdipoR2.
U téchto receptar se gedpoklada modulace signalni drahy MBvlivem EPA a DHA.

V teoretické&asti prace jsou shrnuty zakladni poznatky o n-§mperasycenych
mastnych kyselinach, jejich metabolismus a vlivu peganismus. Dale jsou
zde popsany receptory GPR120, AdipoR1 a AdipoR&jiahj vliv na signalni drahu
NF-xB. V experimentalnicasti je pak vyhodnocena relativni expresetg&iPR120,
ADIPOR1aADIPOR2u jednotlivych dietarnich skupin laboratornichkzot.



2 CIL PRACE

Cilem diplomové prace bylo prostudovat &&nou literaturu shrnujici poznatky
0 n-3 a n-6 polynenasycenych mastnych kyselinatayné eikosapentaenové (EPA)
a dokosahexaenové (DHA), jako modulatorech sigolldirah transkrignich faktoi
PPARy a NF«B ve vztahu k poti&eni stavu mirného chronického #&norganismu
na modelu sniZeni rizika vzniku aterosklerézy (&ndecévni onemockni) dietarni
intervenci u laboratorniho potkana.

Dale se podilet na zaj&ti pokusného chovu laboratorniho potkana, éoab
vzorki zkoumanych tkani genych k dalSim analyzam a izolaci mRNA a na viastni
laboratornim msfeni exprese vybranych gemetodou qRT-PCR.

Ziskané vysledky vyhodnotit vhodnymi statistickymmetodami a zpracovat

obvyklou formou diplomové préace.

Vystupem prace bude jednak potvrzeni/vyvraceni tégyo Ze dlouhodobé
podavani EPA a DHA ve srovnani s kyselinou linologbA, n-6) povede v organismu
ke snizeni rizika navozeni prozflivého stavu a tedy ke snizeni rizika aterosklgroz
a dale potvrzeni/falzifikace hypotézy, Ze v uvedengmyslu je DHA efektivgsi
nez EPA.
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3 LITERARNI P REHLED

3.1 Lipidy

Lipidy jsou heterogenni skupina organickych gknin, ktera ma imo ci
negimo vztah k mastnym kyselinam (MK). Jejich sgoleu vlastnosti je relativni
nerozpustnost ve veéda zarové dobra rozpustnost v nepolarnich rozpédi&tch, jako
je ether, chloroform, benzen (Murrayal.,2002). Lipidy jsou energeticky velmi bohaté
sloweniny, slouzi tedy jako zdroj a zasoba energiev3ach Zivin jsou nejbohatSim
zdrojem energie. Jejich energeticka den&d 9,3 kcal (39 kJ) na 1 gram tuku, cozZ je
vice nez dvojnasobek oproti sachanda bilkovinam (4 kcal = 17 kJ; Matous, 2010).
Dale jsou zakladni stavebni sloZzkou &tmych membran ve forén fosfolipida.
DuleZitou roli hraji i v termoregulaci, kde podkoZuok tepelr izoluje organismus proti
teplotnim vykywim. RovréZz chrani vnitni organy proti mechanickému poskozeni.
Nepolarni lipidy se nachazi v nervové tkani, kdeadili na Seni depolarizénich vin
podél myelinovych nervovych vliaken (Novak, 2002).

Lipidy jsou dilezitou slozkou potravy nejen pro svou vysokou gagckou
hodnotu, ale i pro obsah esencialnich mastnychlikyaes tucich rozpustnych vitamin

(A, D, E, K) obsazenych v lipidové slozcgrpzené potravy (Murragt al.,2002).

3.1.1 Struktura a klasifikace lipidi

Lipidy jsou estery vysSich mastnych kyselin a jeytioého nebo trojsytného
alkoholu, které vznikaji esterifikaci (viz obr. 1)Nejjednodussi lipidy jsou
acylglyceroly, tedy estery vysSich mastnych kyselirglycerolu (1,2,3-propantriol).
Triacylglyceroly jsou nejvyznandsi rezervni formou volnych MK (Hoéek, 2006).

I i
"""" | || [ 1
H,C—OH + HOF—C—R' H,c—0——C—R H,0
________ 4 0 O
pmmeeemne 2 |l 2 Il
HC—OH + HO—C—R —» HC—O0—C—R" + H,0
o ﬁ 0
""""" a 3 ” 4
H,C—OIH + HO—C—R H,t—0——C—R’ H,0
e F]
glycerol karboxylova 1,2,3-triacylglycerol voda
kyselina
Obr. 1. Esterifikace — reakce glycerolu s mastnymi kysetin za vzniku

triacylglycerolu. Frevzato z: Matous, 2010.
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V sowasnosti nejvice vyuzivany typ klasifikace lipige od Bloora, jeZ byla
postupeméasu modifikovana do podoby, kterd je zpracovanaarpero¥ biochemii
(Murray et al, 2002).

1. Jednoduché lipidy (tzv. homolipidy)— estery mastnych kyselin &nymi

alkoholy. Podle struktury vazaného alkoholu se déliena:

o Tuky - estery MK a glycerolu. V kapalném skupenstviaayvaji oleje.

0 Vosky-— estery MK s vySSimi jednosytnymi alkoholy.

2. Slozené lipidy (tzv. heterolipidy)— estery obsahujici mimo MK a alkohol

jese dalsi kovalent&ivazané skupiny.

o Fosfolipidy— obsahuji mimo MK a alkohol i zbytek kyseliny foecnée.
Dale se di na (glycerolfosfolipidy (alkohol = glycerol)
a sfingofosfolipidy (alkohol = sfingosin).

o Glykolipidy — lipidy obsahujici MK, sfingenin a sacharidovdoz&u.

o Ostatni sloZené lipidy sulfolipidy, aminolipidy, lipoproteiny

3. Prekurzory a odvozené lipidy — mastné kyselinyglycerol, steroidy,

alkoholy &etne glycerolu a sterdl, mastné aldehydy a ketolatky, v tucich

rozpustné vitaminy a hormony.

3.1.2 Mastné kyseliny

Mastné kyseliny (MK) jsou monokarboxylové kyseling alifatickym
uhlovodikovymtetézcem, jejichz obecny vzorec je R-COOH. Mastné kggejsou
nejdilezitéjSi slozkou lipidi, nachazeji se vifsodnich tucich a olejich ve fornestet.
Mohou se vSak vyskytovat i jako tzv. volné MK (rieegikované), které jsouiftomny
v krevni plazms (VeliSek, 1999). Zpravidla je v jejictetézci sudy pdet uhlikovych
atomi, jelikoZ jsou syntetizovany spojenim, 2dnotek acetylkoenzymu-A (Novak,
2002).

Podle délky uhlovodikovéh@tzce je dlime na MK s kratkyntettzcem (mén
nez 6 atom uhliku), MK se stedré dlouhymietzcem (6 — 12 atofnuhliku), MK
s dlouhymietzcem (14 — 20 atoinuhliku) a MK s velmi dlouhynitetézcem (vice nez
20 atonti uhliku). Dle pouzivagSiho typu klasifikace glime MK podle gitomnosti

a patu dvojnych vazeb na (Murrast al, 2002):

1. Nasycené MK - neobsahuji Zadnou dvojnou vazbu atfitvdiouhé gimé
fetézce. Hoj se vyskytuji v zZiveiSnych tucich jako energeticka rezerva.
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Mezi nejroz&iersjSi nasycené MK sefadi kyselina palmitova ()
a stearova ().

2. Nenasycené MK- ve svemietzci obsahuji minimakh jednu dvojnou
vazbu. Podle jejich ptu se dale éi na:

0 Mononenasycené(MUFA; monounsaturated fatty acids) — mastné

kyseliny obsahujici jednu dvojnou vazbu. Jsdieiité pro spravnou
strukturu membran, hlagénmyelinové pochvy v nervové tkani. Dale
snizuji  hladinu  sérového cholesterolu  (Komprda, 300
NejvyznamigjSim zastupcem MUFA je kyselina olejova,§f; ktera se
hojr¢ vyskytuje v olivovém oleji. Déle se do této skupiadi napiklad
kyselina palmitoolejova () ¢i erukova (Gy).

o Polynenasycen€PUFA; polyunsaturated fatty acids) — ve svietzci

obsahuji d¥ a vice dvojnych vazeb. Podradiinsou popsany v kapitole
3.1.2.1.

Nenasycené mastné kyselinyliche podle jejich geometrické izomerie o
(Z-zusammen) @rans (E-entgegen) izomery. dis konfigurace jsou abc¢astifetézce
umiseny na stejné str&nroviny dvojné vazby. V mistohybu je Uhel 120 rettzec se
ohyba do tvaru L. Naopak trans konfigurace jsou ab ¢asti fetézce umisiny
na protilehlych stranach roviny dvojné vazbketzec je nafimeny (podobné

nasycenym MK) (Samkowét al, 2008). Geometricka izomerie je znazra na obr. 2.

H H

—
]
-ﬁk

HC— \—CooH
] kyzelma olejova

{ciz forma)

chmﬂ;’-&xﬁ [T W“’[‘GOH

H

kyseling elaidova
{frams forma)

Obr. 2: Geometricka izomerie kyseliny olejové a elaidodtol Samkova et al., 2008
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V nézvoslovi MK se uzivaji n&gstji trivialni nazvy, dale systematické nazvy
odvozené od odpovidajicich uhlovoilike stejnym p&iem atond uhliku, které se
pocitaji smérem od karboxylové skupiny. Ro¥h se MK znai pomoci schematickych
zkratek Gy:m, kde N je poet uhliki a M paet dvojnych vazeb. #ehled vybranych
mastnych kyselin a jejich nazvoslovi je uvedenby fa

Tab. 1:Nazvoslovi vybranych mastnych kyselin. UpraveapMurray et al., 2002.

, . S Schematicka

Mastna kyselina Trivialni nazev .
znacka

Nasycené MK
hexadekanova palmitova Ci60
oktadekanova stearova Ciso0
MUFA
oktadecenova olejova Cis1
dokosenova erukova Coo1
PUFA n-6
oktadekadienova linolova Cigo
eikosatetraenova arachidonova Coo4
PUFA n-3
oktadekatrienova a-linolenova Cis:3
eikosapentaenova (EPA) timnodova Coo:s
dokosahexaenova (DHA) cervonova Co26

3.1.2.1 Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA)

Polynenasycené mastné kyseliny ve svém uhlovoéikdetézci obsahuji d¥
a vice dvojnych vazeb. Dale se PUFA rozliSuji poptdohy prvni dvojné vazby
od koncové methylové skupiny -Gia n-3, n-6 a n-9 mastné kyseliny (Astadtaal.
2014). Misto ozn&ni n- s&asto uziva in — omegad-3, -6 aw-9).

VétSina v frirodk se vyskytujicich PUFA ma konfiguraci tygis. Vznik trans
izomerie je spojen se zvySenim teploty, kdy vznikegiastji jako vedlejSi produkt
hydrogenace nenasycenych mastnych kyselinibépu ,ztuZzovani“ rostlinnych tuk
pii vyrob¢ margarinu nebo ip nespravném, ifliS prudkém smazeni pokfm
za vysokych teplot — nad 200C (Sva&ina et al, 2008). Transizomerie mastnych
kyselin ma tedy negativni¢inek na organismus. li@s stejny sumarni vzorec jakes
mastné kyseliny maji zcela jiné vlastnosti podatage nasycenym MK. Z hlediska
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vzniku kardiovaskularnich onemagr nese konzumadeansMK vyrazre vySSi riziko,
nez konzumace nasycenych MK (Komprda, 2009).

Lidské €lo je schopné vytvat si témet vSechny pdtbné mastné kyseliny
s vyjimkou kyseliny linolové (LA, n-6) a kyseling-linolenové (ALA, n-3). Tyto
kyseliny jsou pro organismus esencialni, nedokajetedy sam syntetizovat. Jedinym
zdrojem esencialnich mastnych kyselin pro lidské fe strava. Dostatay prijem
ALA je dulezity hlavré proto, Ze slouzi jako prekurzor pro tvorbady dilezitych
n-3 MK, predevsim eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaen®i®)((Svatinaet al,
2008).

3.1.2.1.1 PUFA n-6

U n-6 mastnych kyselin se prvni dvojna vazba nziclméa 6. atomu uhliku
od methylového konce (ozé@avan jako omega &). Zdrojem n-6 MK jsou fevazri
ofechy, semena rostlin a rostlinné oleje. Nejzgaikyseliny tétorady jsou kyselina
linolova (LA, Cig:0) a kyselina arachidonova (AA,26»), jejichz strukturni vzorce jsou
zobrazeny na obr. 3. LA je prekurzoréaty n-6 kyselin, kde nejvyznarjgi je pra¥
AA, ktera je dale prekurzorem prozdlivych a protrombotickych lipidovych mediator
ze skupiny eikosanoid— prostaglandiin (PG), tromboxai (TX) a leukotriet (LT)
(Smithet al, 2000)

V experimentalnicasti prace byla u jedné skupiny (S) pokusnych putka
pouzita pra¥ kyselina linolova jako zdroj n-6 mastnych kyselktera byla obsazena
v oleji ze S¥tlice barviské. Vzhledem k jejim vlastnostem sedqpoklada, ze podpio
vznik nizkého stuphchronického z&¥tu organismu a aterosklerdzy a fegvySi stups
onemocgni oproti kontrolni skupi&

D

e e '-'.}H

i\/\ DEpOS
—/\—/\/\/CH3

br. 3: Chemicka struktura kyseliny linolové (vlevo) a cnaonové (vpravo).
(Prrevzato z: Smith et al., 2000)
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3.1.2.1.2 PUFA n-3

U n-3 mastnych kyselin se prvni dvojna vazba nachazB.natomu uhlikt
od methylového koncédlavnim g@irodnim zdrojenn-3 MK jsou ryby a korySi. Dale ¢
ve WtSim mnozstvi nachazi tofu, mandlich, vlaSskych fechach a ve kném
i fepkovém oleji(Svaina et al., 2008). Zfyziologického hlediska nejdezitejSimi
PUFA fady n-3 jsouEPA a DHA, které jsou \idském organismm syntetizovany
z esencialni kyseliny a-linolenové (ALA), kdy se pomoci metabolickych poclic
navysi péet uhliki a dvojnych vazeb. Chemic strukturatéchto kyselin je zobrazer
na obr. 4.

EPA je pro organismunepostradatelna, jelikoZ se podili na sném fungovani
kardiovaskularniho a hormonalniho systému. DHA zas#povida za spravnou funk
mozku, nervového systémuzraku (Wuet al, 2014). Dostatey prijem EPA a DHA je
pro organismusrovréZ velmi dilezity zhlediska jejich pozitivniho vlivu naadu
onemocgni (viz kapitola 3.1.2). Dale jsou prekurzorevyznamnych lipidovych
mediatoti (LT, TX, PG) ze skupinyprotizargtlivych eikosanoid (Martinez-Rubio
et al., 2013). Jejich transformace ALA v organismu vSak neni dost&b@, proto s
doporiuje jejich pijem ve forng tucnych ryb -2x tydrg nebo vpodol# suplement
v mnozstvi 250 mg EPA a DHA de®fSvainaet al, 2008).

V experimentélnicasti této prace byla jedné skupiny (F) pokusnych potka
pouzita EPA jako zdroj-3 mastnych kyselin, ktera byla obsazenghim oleji. U dalSi
skupiny (A) pak byla pouzita DHA, ktera byla potkam podavana oleji ztasy rodu
SchizochytriumPredpoklada se, Ze EPA a DHA budou mit pozitivni \piv Iécb¢

zaretu a aterosklerozya tedy snizi stupeéchto onerocreni.

AN /\/\/\CH3

Obr. 4: Chemicka struktura kyseli a-linolenové (nahge), EPA (vlevo) a DHA (vpravc
(Prevzato z: Soumiet al, 2013).
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3.1.2.2 Metabolismus PUFA n-3 a n-6

LA (Cyg2 n-6) a ALA (Gg:3, n-3) jsou esencialni MK, které v organismu slouzi
jako prekurzor dlezitych PUFA, které vznikaji postupnou metabolickpiemenou
téchto kyselin. Tato metabolicka draha zahrnuje sé&dikci za fitomnosti enzymu
A6 a A5 desaturasy ktery zaji¥uje gridani dvojné vazby a enzynmelongazy ktery
ke koncirettzce @idava dva atomy uhliku a prodluZzuje tak délku ublikového
fettzce MK (Nakamura a Nara, 2004), viz obr. 5. LA aAApii syntéze PUFA sotki
0 stejné enzymy desaturasya elongazy Jestlize je tedy ve straprijimano vysoké
mnoZstvi LA oproti ALA, snizuje se mnozstvicchto enzynd vyuZitelnych
pro metabolismus EPA a DHA a vznikaji tak pro lijgskrganismus ménprosgsné

lipidové mediatory — prozé#tlivé eikosanoidy (Jumpt al, 2012).

18:2n-6 18:3n-3
LA} {ALA)
—— —
w f FaDs2 \ 2]
=1 =
= 12:3n-6 18:41-3 =
vy b
20:2n-6 l Elowl2 l 20:3n-3
2l 203n-6 20:4n-3 }1
\ e I -
iay RAES -
20:4n-6 20:5n-3
(o) {EPA)
l Elovi2 or Elovis
22:4An-6 22:5n-3
l Elowl2 l
24:4n-6 24:5n-2
l FADS2 l
24:5n-6 24-6rn-3
22:6n-3 22:6n-3
(DHA)

Obr. 5: Metabolismus LA a ALA. FADS1 a FADS2 &n¢6 a A5-desaturasy, Elovil
a Elovl5 zndi elongasy. Pevzato z: Nakamura a Nara, 2004.

AA, EPA a DHA jsou slozkou fosfolipid v buréénych membranach, z nichz
jsou uvohovany misobenim enzymufosfolipasy A (Stillwell a Wassall, 2003).
Po uvolréni z membrany dochazi k jejich dal¥epené na biologicky aktivni molekuly
lipidické povahy, tzv. eikosanoidy, mezi kterétradi leukotrieny (LT), prostaglandiny
(PG), tromboxany (TX) a kyselina epoxyeikosatriehdiET; Hughes-Fulforet al,

2005). Eikosanoidy jsouutezité chemickée latky, které hraji &tivou roli v imunitnich
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a zantlivych reakcich v organismu. V zavislosti na tare, které mastné kyseliny byly
syntetizovany, se liSi jejich Klinické ¢imky (Flock et al, 2013). Obeah plati,
Ze eikosanoidy odvozené z EPA maji protéthwe a protitrombotické &inky, a tedy
pozitivni vliv na lidské zdravi. Naproti tomu eilao®idy odvozené z AA majicinky
opané, tedy prozétilivé a protrombotické (Komprda, 2012). Nicnééwve skuténosti
ma& AA kront negativnich vl i schopnost inhibovat prozéttivé cytokiny
a leutotrieny a indukovat protizéttivé lipoxiny a resolviny,¢imz moduluje intenzitu
a trvani zadtlivé odpowvdi pomoci negativni zfné vazby (Calder, 2009).

U AA a EPA rozliSujemeit metabolické drahy, kterymi eikosanoidy vznikaji -
cyklooxygendzovou drahu, lipoxygendzovou drahu aoxggenazovou dréhu
(cytochrom p450). Cyklooxygenazovou (COX-2) drakanikaji za katalyzy enzymem
cyklooxygenazarostaglandiny, tromboxany a resolviny. Z AA vzuikprostaglandiny
a tromboxanyrady 2 (PGE, TXA;) a z EPAtrady 3 (PGE, TXAj3) a z DHA fady
1 (PGH). Lipoxygenazovou (5-LOX) drdhou vznikaji za ksl enzymem
lipoxygenazaleukotrieny a lipoxiny (Elbekai a El-Kadi, 2006yjz obr. 6. Z AA
vznikaji leukotrienyady 4 (LTBy), z EPArady 5 (LTB;) a z DHAfady 3 (LTB).

n- n-3
kovselina hnolova | kvselina alfs-lnolénova
L b =y L y
J’L (_desaturazy ) J‘L
y: Slemm 2 ¥
kveelina arachidonova I kyselna elcosapentasnova

= o
—

_-I-__'_'—___-\-\_

L _l:\.'k_ch!.'\‘.l';l:Imz.i! 1 |7t
~ S )
¢ bpoxygendza 3 |\ |
Sy : 25 /

- ¥y ¥ -
EIKO5ANOIDY

prostaglandimy trombaxany leukotrieny
PGE2 L N s PGE3
A2 A3
LTB4 LTBS

prozanétlivé iéinky ' protizanétve acinky
vasokonstrikce vasodilatace
| v¥iena agregace trombocyhl snifend agregace trombocyi

9 1 |mzxosco | < b

Obr. 6 Metabolismus kyseliny AA a EPA. SCO = sgrde cévni onemoeimi,
ateroskler6za. Revzato z: Komprda, 2007.
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3.1.2.3 Vzajemny po#h PUFA n-3 a n-6

Dostatény piijem nenasycenych mastnych kyselin ve vyZzisloveka je
z hlediska zdravi velicetteZity. Doporéeny denni fijem tuki pro obyvateleCeské
republiky ¢ini 30 %, z toho PUFA by #hy byt zastoupeny v rozmezi okolo 7 %,
piicemz je dlezité dodrzovat spravny pa@mn-6 a n-3 MK (Komprda, 2003).

Jak jiz bylo zmiano vySe, pijmem a kombinaci esencialnich MK (LA, ALA)
v organismu dochazi k tvattbiologicky aktivnich latek — PG, TX a LT, jejichiéinek
se liSi v zavislosti na druhu MK, ze které jsou teyimovany. Eikosanoidy vzniklé
z kyseliny LA (n-6) maji tinky prozastlivé, zatimco eikosanoidy vzniklé z kyselin
fady n-3 maji Ginky opané, protizaatlivé. Z tohoto divodu je doportieny pongr n-6
a n-3 MK idealg 1:1 az 4:1, maximaivsak 5:1 (Kohout, 2010). Tento psmMK
ve stra¥ je ve skuténosti rekolikanasobr vyssSi. Simopoulos (2008) ve své praci
uvadi, Ze v zéapadnich zemich je redlny pom-6:n-3 az 15-20:1. Bylo zji&to,
Ze v phibéhu poslednich 150 let se zvysilijpm n-6 a zarowve snizil gijem n-3 MK
v piimé souvislosti s nastem nemoci srdce. Nevyvazeny gomn-6 a n-3 MK
ve stra¢ tedy miZze podporovat vznikifady zavaznych onemogm, wetn
kardiovaskularnich chorob, aterosklerézy, &kwych autoimunitnich onemoéni
I rakoviny.

Jiné studie uvadi, Ze neni nutné snizov&ijimp LA a AA, ale stai zvySeni
mnozstvi ALA, EPA a DHA ve stray jeZz ovlivni Zadouci zvySeni hladin§chto MK
a tedy i pozitivni vliv na zdravi (Starley, 2007).

3.1.3 Vliv n-3 a n-6 PUFA na organismus

Jak jiz bylo uvedeno vipdchozich kapitolach, polynenasycené mastné kyselin
fady n-3 a n-6 jsou nezbytné pro spravnou funkciuspo fyziologickych
a biologickych procesv lidském organismu. Ovliji nagiklad burg¢nou signalizaci,
diferenciaci busk. Hlavne DHA je dilezita jiz v prenatalnim vyvoji jedince, kde ma
vyznamnou roli g vyvoji nervové soustavy (Innis, 2008). Dale j@&{ou burcné
membrany sitnice, tedy nepostradateln& pro sprafumkei zraku (Wuet al, 2014).
Dostatény pfijem EPA a DHA je pro organismus raién velmi dilezity
Z hlediska jejich pozitivniho vlivu ndadu onemoatni Dilezitd je uloha n-3 MK
u kardiovaskularnich onemasmi, hlavreé u aterosklerézy. Ovliwiji prib¢h zargtlivych
onemocgni a v neposledrfad® maji vliv na prevenci &kterych typi rakoviny.
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3.1.3.1 Kardiovaskularni onemoeni

Jako kardiovaskularni onemaen (SCO — srd&é cévni onemoaini) se
ozna&uji veskeré vrozen€i ziskané choroby srdeiho svalu, cév vedoucich krev
od srdce kdnim orgamm (tepny, tepénky a vid&sice) a cév vedoucich krev &p
k srdci (Zily). Castji se v3ak timto nazvem ozhgi pouze choroby srdce a tepen
a v jeSt uzSim smyslu choroby #pobené pouze korrtim a uzaviranim (ucpavanim)
tepen — ateroskler6zou (Hromadova, 2004).

NejcastjSi SCO je ischemicka choroba stde ktera ma &kolik forem — akutni
infarkt myokardu (Uplné uz&eni cévy) a angina pectoris (postupnd nedokrevnost
srdeniho svalu). DalSimi SCO jsou mrtvice, hypertermmemocgni srdce, revmaticka
choroba srdeni, vydu aorty, kardiomyopatie, fibrilace sini, vrozenaesrd vada,
endokarditidai onemocgni perifernich tepen.

SCO jsou ne€pstjsi pricinou uamrti na celém $&, piresto az z 90 % jim lIze
spravnou prevenciipdejit. Dodrzovanim zdravého Zivotniho stylu (zdrastrava,

dostatek pohybu a omezeni keni a alkoholu) se rizika vzniku SCO podstagniZuji.

3.1.3.1.1 Ateroskler6za

Ateroskleréza je multifaktoriaini dlouhodoBe vyvijejici zagtlivé onemocani
cévni sény, vedouci ke tvorbtzv. aterond. Ateromy jsou tukové usazeniny kaSovité
konzistence ve &bé¢ tepen, které zuZuji fisvit cévy a mohou ji zcela uzaw
pro ptichod krve, jejich zkedovatni mize byt provazeno vznikem trombdzy. Hlavni
piicinou vzniku aterom je pitomnost vysokych koncentraci nizkodenzitnich
lipoproteini - LDL cholesterolu v cévach. LDL se navaze naqoglykany cévni ghy
a zahaji tak kaskadu patologickych prdceseiujicich k vytvdeni ateromovych l€zi
(Hromadova, 2004).

Ateroskleréza postihuje cévy kdekolivdld, nicmén jeji disledky se nepst;ji
projevuji v mistech, kde jde o krevni zasobeni th&alilezitych orgad. K zuzeni
dochazi pedevSim v epikardialnich arteriich myokardu, v nogkch arteriich
a v arteriich dolnich kaetin (Ceska, 2012). Onemo&mi se po fack let
bezgiznakového pibéhu manifestuje svymi komplikacemi v podolischemickée
choroby srdéni (ICHS), ischemickou cévni mozkovoutitppdou (CMP) nebo
ischemickou chorobou dolnich kiatin (ICHDK).

20



Rizikoveé faktory pro vznik aterosklerézy sé&icha ovlivnitelné a neovlivnitelné.
Mezi neovlivnitelné faktory sdadi gevazié genetické predispozice, etnickyivod,
vék a pohlavi. Tyto faktory nelze zmit ¢i odstranit. Ovlivnitelné faktory iZzeme
casténé nebo uplg potlait spravnym Zzivotnim stylem nebo farmakologickymi
medikamenty (Hromadova, 2004). Rizikové faktoryisgbené nespravnym Zivotnim
stylem jsou nedostatek fyzické aktivity, Keuni, metabolicky syndrom (obezita,
diabetes mellitus, hypertenze, porucha toleranckdgly), Spatné stravovaci navyky
(vysoky @ijem alkoholu, nadirny energeticky fijem a strava bohatd na nasycené
tuky a cholesterol).

Pozitivni vliv EPA a DHA na riziko vzniku SCO sgké predevSim tlumenim
chronického z&ftu v organizmu, #etné cévni skny a ovlivrenim hladiny krevnich
lipida — triacylglyceroh a cholesterolu (LDL i HDL frakce). é&mito
kardioprotektivnimi dinky EPA a DHA se zabyviada epidemiologickych studii.

Dangartet al. (2010) ve své studii popisuji vliv n-3 PUFA na diavaskularni
funkce a snizeni stuprearttu u 25 obéznich adolescéntl4 divek a 11 chlagg
v pramérném wku 15,7 £ 1 rok a BMI 33,8 + 3,9. Jedné skuplnylo deng podavano
1,2 g n-3 PUFA v podab suplement (kapsle) po dobu 3 &siai. Druhd skupina
dostavala placebo. V pravidelnych intervalech sepacienti zkoumala struktura
a funkce ceév. Studie potvrdila, Ze denni suplententa3 PUFA zvySuje koncentraci
n-3 v krevnim séru, zlepSuje funkci cév a sniztjgai zareétu ve srovnani s placebem
(p <0,01).

Lindquist et al. (2009) ve své studii zkoumali vliv sérovych (plaziokych)
fosfolipidi EPA a DHA na tlouXku se€ny a ateromového platu (aterosklerozy)
u krkavice (k&ni tepna) a femoralni (stehenni) tepny u 487 olézninuii
s inzulinovou rezistenci a Spatnymi zdravotnimiykdv(kuraci) o pamérném eku 61
let. Koncentrace sérovych fosfoligidEPA i DHA byla nepimo Ungérnd rozsahu
aterosklerozy krkavice a femoralni tepny. Vysleditydie tedy potvrdily hypotézu,
Ze EPA a DHA maji fiznivy vliv na endotelialni funkce.

Marchioli et al. (2002) provedli rozsahlou studii v Italii, kdy B24 muim
po proctlaném infarktu myokardu podavali denpo dobu 3,5 roku 850 mg PURAdy
n-3. Po uplynuti této doby bylo zjito, Ze se u paciensnizilo riziko umrti na SCO,
prevazré nefatalni infarkt myokardu a cévni mozkowéhpdy az o 15-20 %. K poklesu
rizika amrti doslo jiz za 4 gsice od prvniho podani n-3 MK. Vysledky studie tedy
podporuji teorii o kardioprotektivnimtinku EPA a DHA.
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3.1.3.2 Zawt

Zarst je komplexni systém biochemickych a imunologidkyeakci organismu
a tkani na patogenni po#rti poraréni s cilem odstranit gatetni pricinu poskozeni
burgk a tkani. Dale se podili na odstanh nevraté poskozené tkana nasledné
regeneraci nebo reparaci funkce postizeného or@@auero-Milianiet al., 2007). Je
to nejvyznamyyjSi obranna, ale zarokdaké sebeposkozujici reakce organismu, u které
je ¢asto obtizné rozlisit, kdy je mobilizovana k okrankdy uz je organismus zbyte
posSkozovan.

Zaret v zavislosti na jeho rozsahu r@hgeme na lokalni (mistni) nebo
systéemovy (celkovy). Podle délky trvani pak na aki{max. 2 tydny, bez nasleik
a chronicky (déle nez 6 ty@nnahrazeni poSkozené tkarazivem; Feretik, 2005).

V souvislosti s infekci je z&hsowasti rozsahlé imunitni reakce, kdy jsouiky
imunitniho systému (hl. leukocyty, komplement) aigici v krevnim fecisti
chemotakticky lakany do mista poSkozeni. &&rimarre odstraiuje infekci, zahajuje
opravy postizené tk&nale mize zmisobit i zna&né Skody (Rubiret al.,2011). Zmisob
zaretlivé odpowdi je modulovan v zavislosti na mnoha faktorectovgha vyvolavajici
latky, délka trvani zaitu a rozsah poskozeni tkani.

U zargtu rozliSujeme 4 faze (Fer&il, 2005): inici&ni (zahajeni, aktivace
mediatofi, chemotaxe imunitnich bgk), amplifikatni (zesileni zagtlivé odpowvdi -
vice leukocyt do poSkozené tké&h destrukni (enzymatické gpeni, fagocytoza
patogefi a poSkozenych bgk) a terminéni (ukorteni zastlivé odpowdi, regenerace,
reparace).

Prab¢h zargtu je regulovan chemickymi latkami — zélihvymi mediatory (nap.
eikosanoidy, cytokiny, kininy, histaminem). Jejickinky spcivaji v navazani se
na specificky receptor cilové fiky, na kterou tkteré mediatory mohoutgobit gimo
enzymaticky a/nebo toxicky. Jiné typy mediétarase stimuluji tyto cilove lky
uvoliovanim sekundarnich efektorovych molekul. Po akfiva uvolréni téchto
molekul se mediatory rychle rozpadaji (metabolityA A~ eikosanoidy), jsou
vyluéovany, popipact jsou inhibovany bdi enzymy (p. kindza) nebo komplementem
(Rubinet al.,2011).

Eikosanoidy (PG, TX a LT) a cytokiny jsouildzitymi markery pro izna
imunochemicka vysS&tni v klinické medicia Cytokiny dlime podle jejich dinku

na pro- a protizaslive. Mezi prozastlivé setadi tumor nekrotizujici faktory (TNF)
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a intereukiny (IL) — IL-1, IL-6, IL-8, IL-12. Meziprotizarétlivé cytokiny fadime
transformujici #stové faktory (TGF) a interleukiny IL-4, IL-10, I13 a IL-19
(Ferertik, 2005; Brockeet al,, 2010).

Bylo prokazano, ze PUFAady n-3, pedevSim DHA, maji protizatlivé
acinky. Dlouhodobé uzivani n-3 PUFA ve sttawmebo v suplementech kazre
zlep3uje imunitni systém jedince (Mourek, 200¥da studii se zabyvé&iakem n-3
PUFA na zmiraini priznaka u chronickych zattlivych a autoimunitnich onemoeni.

Ling et al. (2012) ve své studii popisuji vliv MK na nuini a zastlive markery
u potkari, u kterych byl vpravenim endotoxinu indukovan miirchronicky zast.
Potkarim byl do krmiva pidavan kokosovy olej sifilavkem 1,3 mg AA a 3,3 mg
DHA. Jako kontrolni skupina byli zdravi potkani lkem biZzkou krmnou srsi
s pridavkem 2 % sojového oleje. U AA + DHA skupiny do§lo ukoreni krmného
pokusu k vyraznému sniZzeni kyselin LA, ALA i AA \agmé a jatrech ve srovnani
s kontrolni skupinou. | hladiny TNF a IL-6 byly pstdtré niZSi nez u kontroly. ¥ci
tedy dosSli k zasru, Ze PUFA sniZuje stupearetu a zagtlivou odpowd’ na endotoxin.

Drzymala-Czyzet al. (2012) zkoumali vliiv DHA na expresi zém steva
u potkari, kterym byl zagt indukovan restorativni proktokolektomii s nashauin
vyvolanim pouchitidy. Dvacsityti potkani s indukovanou pouchitidou bylo rasteno
do i skupin — kontrola (CG) bez DHA, nizka davka DHAD] a vysoka davka DHA
(HD) po dobu Sesti tydn Poté byly vyhodnoceny nuini parametry
a imunohistochemicka analyza vzorke sliznice seva. DHA nema vliv naétesnou
hmotnost. Kvalita stolice i hladina protizdlivého IL-10 byla sice vyrazhvyssi u HD
a LD nez u CG. Nicménbyla u HD i LD vySSi i celkova intenzita z&n, DHA zde
tedy nendla protizartlivé ucinky.

Figueroaet al. (2012) zkoumali vliv DHA na bui&né a molekularni zémy
u potkana laboratorniho po kompresnim p#&nanmichy. Potkaim byla naped
podavana DHA, poté doslo k poegi michy a sledoval se ochranny vliv DHA prvnich
7 dni od poragni. Dosli k za¥ru, Ze DHA vyraza snizila funkni deficity v pfibéhu
akutni faze poraimi, doSlo ke zlepSeni pohybovych funkci a zvySewiilp bilé hmoty
v miSe. DHA ngla protektivni @inky i pres nedostat@ou inhibici zastlivych markefi

Pro monocyty.
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3.2 Genova exprese

Genova exprese (vyjéehi genu) je proces, kterym je geneticka informace
uloZena v genu ipvedena v reétn existujici bugcnou strukturu nebo funkci, tedy
k tvorke polypeptidu (proteinu). Jde o dvoustiopy proces. Nejprve je geneticka
informace obsaZzena v genové DNAepsana do molekuly mRNA — transkripce.
V druhém kroku psobi mRNA jako templat pro syntézu polypeptidu anslace,
pieklad (Snustad a Simmons, 2009). Zkoumani genopéese& ndm pomaha pochopit
zakladni mechanizmijdici buiku.

Aby mohla byt transkripce zahajena, jsou pro ralygné transkripni faktory
(TF). Jsou to regutmi proteiny, které se podileji na iniciaci tranpke tim, Ze se
navazou na regutai oblast promotorw&i zesilovae, ¢imz usnaduji vazbu RNA-
polymeréazy. Jejich pragdnictvim je genova expreséizpisobovana péebam biky
i celého organismu. TF se&ldna obecné, specialni a bazalni. Obecné TF deytnjs
ve vSech typech bgk. Specialni TF se vyskytuji jen vditém obdobi v Bkterych
typech bugk, kde zvysSuji zakladni Urosigranskripce. Ozralji se jako indukovatelné
TF, které jsou na molekule DNA rozpoznény tzv. oceggivnimi elementy (elementy
odezvy). Bazalni TF jsou nutné pro navozeni bazhhiskripce v bikach s nizkou
transkrigni aktivitou. \EtSina transkripnich faktoi musi byt nejprve aktivovana
fosforylaci, vazbou specifického ligandu nebo u¥nlm navazaného inhibitoru
(Albertset al, 2005).

PUFA fady n-3 a n-6 mohou modulovat exprésily geri vcetré téch, které
se astni metabolismu MK a z&m. N-6 a n-3 MK reguluji genovou expresi interakci
se specifickymi transkrimimi faktory, jako je PPARpEeroxisome proliferator-activate
receptor receptory aktivované proliferatory peroxizoyn(Sampath a Ntambi, 2006).
PUFA se vazouifimo na receptory PPAR, které se pak navazou naqiosmilového
genu aidi tak jeho expresi zvySenim/snizenim transkripce.

PUFA mohou rov&Z regulovat expresi génpro transkrigni faktory uvnit
bunééného jadra - najklad jaderny faktor kappa B (NkB). N-3 MK inhibuji syntézu
NF- kB v jadre a tim snizuji produkci prozétivych eikosanoid a cytokini (Jump
et al, 2013).
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3.2.1 Jaderny faktor kappa B — NFxB

NF-«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of actac B cell$ byl
poprvé identifikovan v roce 1986 jako transknp faktor B lymfocyti, ktery se vaze
na enhancer (zesilo¥a pro gen kodujici lehkyk fetzec imunoglobuli (Sen
a Baltimore, 1986). Jedn& se o proteinovy komphkeary reguluje transkripci DNA.
Vyskytuje se térr ve vSech saifich buikach, kde ma ktovou roli v regulaci imunitni
odpowdi na infekci, oznéuje se proto za centralni mediator imunitni odjoib\(Pahl,
1999). Jedna se o nejvice prostudovany trangkirifaktor v savich buikach.

NF«B je ozn&eni pro skupinu homas heterodimeit sloZzenych zlena rodiny
NF-«B/Rel — NF«xB1l (téZ p50), NRB2 (p52), c-Rel, Rel-A (p65) a Rel-B.
V monomerni form jsou tyto proteiny neaktivni. Aby se mohly vazaa DNA
a regulovat jeji expresi, musi vytodimery (Graham a Gibson, 2005). kes$tjSi
heterodimer je NkeB1/Rel-A (p50/p65).

Dulezitymi regulatory transkrimich faktofi NF-«B jsou jejich inhibitory B,
které je udrzuji v neaktivnim stavu, dokudnka negijme signal k aktivaci. 4B jsou
proteiny, které se vazou na NB- a pekryvaji tak vazebné misto pro jaderny
lokalizatni signal — NLS rfuclear localization sina)s Tyto neaktivni formy NFReB
se vyskytuji v cytoplazena svoji aktivaci (odkrytim NLS) jsou schopn@jft do jadra,
kde fidi genovou expresi cilovych genkteré obsahuji vazebna mista pro &B--
(Gilmore, 2006).

Aktivace NF«kB je spojovana se zvySenou transkripci tgetddujicich
chemokiny a prozatlivé cytokiny, jako jsou najklad TNFo a IL-1B (Lee et al.,
2004). Po ukoteni imunitni reakce vstupuji do jadra 8asyntetizované inhibitorove
proteiny kB, vazou se na jaderny N&B a v neaktivni formd ho transportuji z
do cytoplazmy (Hoffmanet al, 2006).

Pro organismus je tedy tento TF nezbytny, jeligodporuje frozenou imunitu
(dozravani B lymfocyt, produkce cytokif) a preziti burgk. OvSem zminy v regulaci
NF-«B, kdy je tento TF v neustalé aktivni fotmse podili na rozvoji chronického
zarttu a onemoctni s nim spojenych — ateroskler6za, astma, revohaitartritida,
autoimunitni¢i nadorova onemoeni (Yamamoto a Gaynor, 2001ada girodnich
(nagiklad i EPA a DHA), ale i synteticky vyrobenychd#t které maji protizatlive
Gcinky na organismus, tlumi z&npraw tim, Ze moduluji signalni drahy N&B
a inhibuji ho (Fakhrudiet al, 2013).
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3.2.2 Receptor spazeny s G proteinem — GPR120

Receptor GPR120, oztmvany roviZz jako FFAR (free fatty acid receptor),
pati do skupiny receptdr (GPCR — G protein-coupled receptorsjitgmnych
na cytoplazmatické membréburek, které na vnitrobutné stra membrany asociuji
s G proteinem. G protein jeil@Zitou slozkou vnitrobuitné signalizace (Kingt al,
signalu z vejsi strany membrany sirem dovnit buiky. Nejprve se na receptor navaze
ligand, tato vazba aktivuje G protein na druhérstraembrany. G protein se naslédn
odlowi od receptoru, putuje cytosolem, kde aktivuje gjha jiny enzym.

GPR120 (G protein-coupled receptor 120) je kodovgemem GPR120
umisgénym v lidském genomu na dlouhém raménku chromozbt(10g23.33; zdroj:
EntrezGene 1) a u potkanna dlouhém raménku chromozomu 1 (1953; zdroj:
EntrezGene 2). GPR120 je exprimovaeyazr v endokrinnich bikach (napiklad
jatra), cast&né i v distalnic¢asti tenkého a tlustéhoista (Kinget al, 2006). Jak jiz
nadzev FFAR napovida, tento receptor interaguje lsmu mastnymi kyselinami.
Receptor GPR120 se podili na vnimani chutiatykievazre kyseliny linolové
a olejové) jelikoz je saiaisti chtiovych pohark (DiPatrizio, 2014). Snizena exprese
receptoru GPR120 je zodpmina za sniZzeny metabolismus lipidcoZz by vedlo
k obezit (Ichimuraet al., 2012).

Jako receptor volnych n-3 PUFA hraje GPR120 &avivyznamnou roli
ve zprostedkovani protizattlivé odpowdi (Younget al, 2010). Protiz&gtlivy uc¢inek
EPA/DHA prostednictvim receptoru GPR120 ude byt roveZz modulovan
pies inhibici signalni drahy transkipiho faktoru NF-kB (viz obr. 7), kdy dojde
ke snizeni hladiny prozéttiivych cytokina (Calder, 2012).

3.2.3 Receptory pro adiponektin — AdipoR1, AdipoR2

Adiponektin (roviz nazyvany AdipoQ@i GBP-28) je hormon, ktery je tven
v adipocytech, tedy v likach tukové tk&h Radi se do pgetné skupiny adipokin
proteini tvorenych adipocyty. Adiponektin je nejhajnprodukovany hormon tukové
tkarg, jeho vysoka koncentrace je hlamkrevnim séru (5-10 mg/l; Novotrst al,
2008). Je zapojen do regulace hladiny glukozy v &rraje kléovou roli ve vztahu

k obezit, diabetu mellitus Il. typwi inzulinové rezistenci (Shimadat al, 2004),
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kde adiponektin fisobi jako ochranny faktor organismu preétnto klinickym znénam.
U pacient trpicich obezitou je tedy hladina adiponektinizena.

Adiponektin je polypeptid slozen z 244 aminokyselzen ADIPOQ koéduijici
tento protein je u lidi lokalizovan na chromozomw ®kusu 3927 (EntrezGene 3),
u potkana na chromozomu 11 v lokusu 11923 (Entree@é.

Vroce 2003 byly identifikovany sekvence DNA koidilj dva receptory
pro adiponektin — AdipoR1 a AdipoR2 (Yamauehial, 2003). AdipoR1 je kédovan
genem ADIPOR1 na lidském chromozomu 1, vlokusu 1g32.1 (EntremGe)

a u potkad na 13. chromozomu v lokusu 13q13 (EntrezGene @&prdti tomu
AdipoR2 je kédovan gene®DIPOR2na lidském chromozomu 12, v lokusu 12g13.31
(EntrezGene 7) a u potkana 4. chromozomu v lokusu 4g42 (EntrezGene 8).

Tyto receptory jsou exprimovany wgvazne wtsSiné tkani organismu, nejvice
v3ak v kosternich svalech, kde se vyskytuje hia¥dipoR1 a v jatrech, kde se naopak
exprimuje hlavi AdipoR2 (Yamauchet al, 2003). Receptory AdipoR1 a AdipoR2
jsou strukturala podobné G proteinu, jejich funkce je vSak velmii®d. Po navazani
adiponektinu na receptory se aktivuji cptmé signalni drahy v Boe, FedevSim
prostednictvim transkripniho faktoru PPAR, PPAR/ (Fang a Sweeney, 2008)
¢i enzymu AMP-aktivované proteinové kinazy (AMPK;ofin kindza aktivovana
adenosinmonofosfatem), ktery zodpovida za regudaeirgetické homeostazy iy
(Carlinget al.,, 2008). AMPK roviz zvysuje utilizaci gluk6zy a MK v jatrech a kostami
svalstvu za saiasné inhibice glukoneogeneze v jatrech (Oetlail, 2011).

Adiponektin prostdnictvim vazby s receptory AdipoR1 a AdipoR3@bi jako
ochranny faktor p vzniku aterosklerdzy, jelikoz ma protizétivé a protiaterogenni
vlastnosti (Shimadaet al, 2009. Adiponektin inhibuje transkrimi faktor NFxB
pomoci signalni drahy AMPK (Floclet al, 2013; viz Obr. 7) a sniZzuje expresi
a aktivitu TNFe a IL-6, tedy prozattlivych cytokini (Bussoet al.,2002).

Aktivace TF PPAR (viz dalSi kapitola) zvySuje hladinu plazmatického
adiponektinu a expresi jeho recefitdiTsuchidaet al, 2005). EPA a DHA psobi
v organismu protizaftlivé mimo GPR120 pravi aktivaci signalni drahy PPAR
Protizartlivy ucinek EPA/DHA prostednictvim receptdr AdipoR1 a AdipoR2 rize
byt vyswtlen tak, Ze aktivovany PPARpisobi jako agonista pro zvySeni aktivity
adiponektinu (Floclet al, 2013).
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3.2.4 Receptory aktivované proliferatory peroxizoni — PPAR

Receptory aktivované proliferatory peroxizibm(PPAR) jsou jaderné
receptorové proteiny, které funguji jako transénipfaktory aridi (reguluji) expresi
fady geti. Z molekularniho hlediskar@dstavuji PPAR rodinu ligandem aktivovanych
jadernych hormonalnich recepior které hraji zasadni roli v regulaci &iné
diferenciace, vyvoje a metabolismu sacharigroteini a lipidi u eukaryotickych
organisnii (Michalik et al, 2006). Po interakci se specifickymi ligandy jsSBRAR
translokovany do jadra, kdeém svou strukturu a reguluji transkripci genu (Regu
et al, 2010). PPAR jsou v seoasnosti vnimany jako jakési koordéma uzly
signaliz&nich a metabolickych drah, jejichz naruSeni seegwioje forng fady
onemockni - obezita, ateroskleréza, hypertenze a daldu@itaa Svéina, 2005).

PPAR poprvé popsali roku 199@dci Issemann a Green u hloday&de byly
identifikovany jako receptory indukujici prolifeligmeroxizémi v buikach. Peroxizomy
jsou organely vyskytujici se ve vSechikach vyssich organisinmaji zasadni vyznam
pii B-oxidaci dlouhych a rozitvenych mastnych kyselin. RozliSujeme 3 izoformy
téchto receptar kédované iemi tiznymi geny — PPAR, PPAR3/6 a PPAR (Becker
et al, 2006). Tyto 3 typy se od sebe liSi rozdilnourdisici v tkanich, fyziologickou
funkci a specifickymi ligandy, které se navazou.

PPARx je exprimovan hlawh v tkdnich spojenych s metabolismem mastnych
kyselin — jatra, ledviny, srdce, svaly a tukovarntkde transkribovan genePPARA
na chromozomu 222fq12-13.1).PPAR3/5 se vyskytuje fevazré v mozku, tukoveé
tkdni a v pokoZce, kde ma vliv na diferenciaci aliferaci kize. Je transkribovan
genemPPARBnNa chromozomu 6 (21.2-21.1) PPARy je nejprostudovaijSim typem
(Michalik et al, 2006).

3.2.4.1 PPAR

PPARy je jaderny receptor kodovany gendPPARG ktery je lokalizovan
na chromozomu 3p25 (Michaliét al, 2006. RozliSujemettyii izoformy —y1, y2, y3
a y4. Prvni izoforma je exprimovana téimve vSech tkanich, hlagnpak v srdci,
ve svalech, v tlustémist¢ a v ledvinach. Druhy typ se exprimujéepazri v tukové
tké&ni a teti v makrofézich, tlustémist€ a bilé i hidé tukove tkani. Posledni izoforma
se vyskytuje v endotelialnich fikédch (Evanset al, 2004). VSechny izoformy PPAR

hraji dilezitou roli v diferenciaci adipocgt(tukovych bugk) a v metabolismu glukozy.
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Proteiny produkované z mRNA PPAR a y3 jsou identické, zatimco produkty
z PPAR2 obsahuji dodateou NH-termindlni oblast sloZzenou z 30 aminokyselin.
Forma PPAR2 je silrgjSi transkrigni aktivator (Feiget al, 2006).

K aktivaci PPAR dochazi navazanim latky s akiimém (Einkem — PPAR
agonista neboli ligand, aktivator (Haluzik a 8wa, 2005). Ligandem PPARMuZe byt
celarada pirodnich i ungle syntetizovanych latek. Hlavnimiippdnimi ligandy PPAR
jsou n-3 a n-6 PUFA (zejména AA, EPA a DHA) a jejiderivaty - eikosanoidy
(prostaglandiny, tromboxany a leukotrieny). Elensyntetizované ligandy se pouzivaji
v klinické medicig k l1&b¢ fady nemoci, jako je néilad diabetes mellitus Il. typti
inzulinova rezistence.

V monomerni formd nejsou PPAR schopny regulovat transkripci genproto
po navazani ligandu tvioPPARy heterodimery s retinoidnimi receptory X (RXR),riéte
rovreéZz pati do rodiny jadernych hormonalnich recefitofRogue et al, 2010).
Heterodimery se vazou na specifické sekvence DNévyth gerti a reguluji jejich
expresi. Tyto sekvence se nachazi v promotorovastlijenu a ozraji se jako PPAR
responzibilni elementy (PPREperoxisome proliferator hormone response elen)ents
Paadi nukleotid v sekvenci PPRE je 5-AGGTCANAGGTCA-3", kde na tmis
N muaZze byt dosazen jakykoliv nukleotid. Vazba heteraimna PPRE pak vede
k aktivaci transkripce specifickych gers naslednou syntézouiglusnych bilkovin
vedoucich k vlastnimu biologickémuinku PPAR (Haluzik a Sv#na, 2005). Funkce
PPARy je regulovanaradou koaktivatar a korepresdr. Jedna se o proteiny, jejichz
reakce s heterodimerem stimuluje (koaktivator), on@laopak inhibuje (korepresor)
funkci receptoru (Michalilet al, 2006).

PPARy hraje dilezitou roli v imunitni odpo#di diky své schopnosti inhibovat
expresi zaétlivych cytokind a fidit diferenciaci imunitnich butk, které vedou
k prozastlivé reakci (Majdalawieh a Ro, 2010). Po aktivR&ARy nagiklad inhibuje
zaretlivou odpov¥d monocyti a makrofag tim, Ze brani aktivaci transkeipich
jadernych faktal, jako je napiklad NF«xB. Vzhledem k tomu, Ze zénhraje dilezitou
roli v aterogenezi, tento protizéthivy ucinek PPAR pomaha snizit riziko vzniku
aterosklerdzy (Parkt al, 2001).

Agonisté EPA/DHA, jejichz &inek byl zkouman v experimentalniasti
diplomové prace, snizuji zétvy stav v organizmu mechanizmem zalozenym
na aktivaci PPAR s disledkem potléeni signalni drahy NkB (Kostadinovaet al.,
2005; viz obr. 7).
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Obr. 7:Vliv EPA a DHA na utlumeni zétu potlacenim signalni drahy NkB

EPA a DHA jsou po z#er¢ni do bu@cné membrany metabolizovany na protizhwne
eikosanoidy, které slouzi jako ligandy pro PRARReceptor aktivovany peroxisomovymi
proliferatory), ktery pimo reguluje genovou expresi a inhibuje transkrijpclerného faktoru
kappa B (NF-kB). Receptor/gzeny s G proteinem (GPR120) funguje jako EPA/Débptor
na burgéném povrchu. Po aktivaci inhibuje NF-kB. Adiporektylusovany z adipocyitse vaze
na receptor AdipoR a rov#d inhibuje NF-kB pomoci protein kinazy aktivované
adenosinmonofosfatem (AMPK). Upraveno podle Floek.£2013.

3.2.5 Housekeepingovy geACTB — p-aktin

Housekeepingové geny, znameé r&xnjako referedni ¢i provozni geny,
zaji¥uji Zivotre dalezité biochemické procesy kazdénky. Jedna se o konstitutivni
geny, které se exprimuji ve vSech nkéch organismu za normalnich
i patofyziologickych podminek. Prdwzhledem k pdeks jejich stalé exprese mohou
tyto geny slouZzit jako housekeepingove. Mezi zakiaohetody vyuZivajici stabilni
exprese housekeepingovych gerati metoda qPCR (Livak a Schmittgen, 2001).

Pri vybéru housekeepingovych gempro experimentalntést této prace bylo
analyzovano &kolik typu konstitutivnich get. NejstabiljSi z nich byl genACTB
ktery kdduje proteirg-aktin. Jedna se o jednu ze Sesti izoforem bilkpaiktinu, ktera
je zakladni sloZzkou bétiného cytoskeletu a ve svalovychnkéch se tastni svalové
kontrakce. Izoformd-aktin se vyskytuje jak v cytoskeletu, tak v bamém jade a je

nejprostudovagjSi izoformou aktinu.
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3.3 Kvantitativnhi PCR v realném¢ase (PCR)

Kvantitativni polymerazovdetizova reakce v realnéase (uantitative real-
time PCR gPCR) je laboratorni technika molekularni biotogialoZzena na klasické
PCR, ktera se pouzivA ke zmnozeni a navic k detekkvantifikaci cilené DNA
molekuly (Frageet al, 2008). U klasické PCR je amplifikovany produkted®van az
po ukorgeni reakce pomoci gelové elektroforézy, naprotiu@BCR umokuje nmereni
zmnozeného produktu jiZz vigsehu reakce, proto tedy v realnémase. Metoda qPCR je
zaloZena na kombinaci detekce a kvantifikace k¥grého fluorescemiho signalu, kdy
je béhem probihajici reakce krantyklického stidani teplot a amplifikace molekuly
rovneéZz detekovana intenzita fluorescence, a tieemo mnozstvi vznikajiciho PCR
produktu (Smardat al, 2005). Aby se v fibéhu reakce, kdy se zvySuje mnozstvi PCR
produktu, zvySovala i mira fluorescence jeba zajistit ozngenim syntetizované
molekuly DNA/mRNA fluorescetni zna&kou. Jako fluoresceéni zna&ky se pouZivaji
barviva vazajici se na cilovou molekulu DNA/mRNAh SYBR Green 1), sekvéné
specifické primery nebaizné typy sond (TagMan, FRET).

Na paéatku reakce vznika jen malé mnoZstvi produkturiatimj zachyti pouze
nahodny Sum — background. Sistajicim pdtem cykh roste i mnozstvi produktu 2
n = paet cykii). Jakmile je hladina fluorescence dostate mnoZzstvi produktu
dosahne fluorescéniho prahu (baseline, treshold) &sgroj zachyti signal. V @b&hu
dalSich cykh se mira fluorescence zvySuje, dokud se denpaji vSechny slozky PCR
smesi — faze ,platé” (plateau, kotea faze; Fragat al, 2008).Cim diive amplifikasni
kiivka piekrai fluorescemini prah, tim vice startovnich templatovych molekylo
piitomno ve vzorku na @atku reakce.

Pouzivané matematické modely pracuji s hodnotcanavy G (,threshold
cycle", patet cykli), ktera se rovna cyklu, kdy amplifiai kiivka prekrodi zmirgny
fluorescekni prah umisiny do exponencialni faze reakce (viz obr. $)rostoucim
poétem kopii p@ateiniho templatu je fluorescence vyeaa div a G- hodnota je nizsi
(Schefeet al, 2006)). Poet relativnich kopii mezi experimentalnim a komifol
vzorkem niize byt uten rozdilem mezi jejich £hodnotami.Casto je obtizné poznat
celkové mnozstvi DNA viuznych vzorcich, proto jsou vysledky testovanéhougen

normalizovany na referéni (housekeeping) gen, ktery je namy.
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Obr. 8: Amplifikacni kfivka. Upraveno podle Generi Biotech (viz internétadroje).

Sondy a primery funguji na principu pouziti flubai - molekul, které
absorbuji s¥telnou energii. Dochazi k excitaci elektipikteré pak pechézi do vysSich
energetickych hladin. Poté dojde k deexcitaci, kdyelektrony vrati na svou zakladni
energetickou hladinu.iBbyt&na energie je pak vy#ena ve form fotonu. Tento jev
nazyvame fluorescenci. Pro detekci produ§fPCR se népstji uzivaji hybridiz&ni
sondy, hydrolyzéni sondy nebo interkatai barviva.

SYBR Green | je fluorescéni interkal&ni barvivo, které se vaze na mensi
Zlabek dsDNA. Sfibyvajicim mnozstvim PCR produktu se zvySuje Eiemy
fluorescerini signal (Smardat al, 2005). Pozitiveméthto barviv je jejich nizka cena,
nicméré nevyhodou je, Ze se nespecificky vazou na jakoulddDNA. Béhem reakce
mohou vznikat nespecifické PCR produkty a produkgniklé reakci samotnych
primer.

Hydrolyzani sondy, znamé pod nazvem TagMan, jsou oligontkigo
s fluoroforem (ngjastji FAM) na 5°-konci a zha$em (nefastji BHQ) na 3"-konci.
Tyto oligonukleotidy jsou delSi nez primery a hotindm (melting time — teplota tani)
maji @iblizné o 10°C vySSi. Pokud jsou fluorofor a zhé&3etésné blizkosti, nedochazi
k emisi fluorescence. Po navazani na DNA se sowdtzi 5°-3"exonukleazovou
aktivitou Taq polymeréazy, tim se od sebe fluorofor a zikagedali, nasledh dojde
k emisi fluorescence (Smardaal, 2005).

Hybridizatni sondy (FRET) jsou dvojice fluoreséed zna&enych sond, které
vyuZivaji grenosu energie fluoresaari rezonanci. Jedna sonda je carea donorovym
fluoroforem na 3'- konci, druha akceptorovym fluorem na 5 -konci (Smardet al,
2005). Pokud jsou od sebe sondy vzdaleny, nedo&hémisi fluorescence. Hybridizaci
na molekulu DNA/mMRNA k sab ok sondy &sre prisednou, tim dojde kipdani

energie z donoru na akceptor za&mmneho vyz&ni fluorescence.
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Ur¢eni mnozstvi molekul DNA/mRNAdhem gPCR jeilezité pro diagnostiku
klinicky vyznamnych patogénnebo pro detailni studium genové exprese (Smarda
et al, 2005). Ve vyzkumu umaiije tato metoda vysoce citlivé kvantitativngi@ni
genové transkripce, stanoveni &mgenove exprese zkoumaného gendase jako
odpovd burgk na podani lIéku nebo jako reakce naéam podminek progtdi ¢i
diferenciaci butk (Dudova a Hajek, 2008).

Analyza genové exprese metodou qPCR vyZzaduje tiaana dat pomoci
referegniho (housekeeping) genu, ktery je kamy — je exprimovan ve vSechikach
za standardnich i patologickych podminek (KozeRapacz, 2013). Vs vhodného
referegniho genu je dlezity, aby se zabranilo nespravné kvantifikaawého genu.

3.4 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie gatmezi metody analytické chemie pro separaci
a analyzu latek obsaZenych v biologickych vzorcRhtéto metod dochazi k odéleni
jednotlivych sloZzek obsazenych ve vzorku a jeji¢bvpdeni do plynné faze aniz by
doslo k jejich rozkladu (Klouda, 2003).

Metoda je zaloZena na rozdilnych schopnostechojédych sloZzek vzorku
poutat se na stacionarni (nepohyblivou) fazi. Vkoije vcasti zvané injektor
(davkova&) vpraven do proudu nosného plynu, kde je naslegipaen a unasen
kolonou (mobilni, pohybliva faze). V koléndochazi k separaci jednotlivych slozek
vzorku na zéklagirozdilné interakce se stacionarni fazi, kterafigophybu zpomaluje
(Klouda, 2003).Na konec stacionarni faze se tedy dostavéjedty slozky, které
s touto fazi neinteraguji (nepoutaji se na ni).nddvé slozky nasledn opoustji
kolonu a jsou identifikovany pomoci detektoru. @gre detektoru se zpracuje
na vyhodnocovacim Faeni a zcasového pibéhu intenzity signalu se ¢&ir druh
a kvantitativni zastoupeni jednotlivych sloZzek.

Pred stanovenim mastnych kyselin je vhodné vzorkymej derivatizovat
v alkalickém progsedi, aby doslo ke vzniku methylesieMK, které jsou &kawjSi nez
volné MK a tedy vhod¥jsi pro stanoveni metodou plynové chromatografisténann
et al.,2014).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Krmna ¢ast experimentu

Vyzkum se prova#l v experimentalnim #ézeni Ustavu vyzivy zvat
a picnindstvi Agronomické fakulty Mendelovy univerzity v BrnExperiment probihal
v souladu se Zakonem na ochranuiavproti tyranic. 246/1992 Sb. ve 2ni zakona
¢. 162/1993 Sb. Déle byl schvalen ,Komisi na ochramwiiiat proti tyrani“ Mendelovy
univerzity v Brre.

Jako modelovy organismus byl zvolen samec laboréto potkana outbredniho
kmene Wistar albino z chovu spa&h®sti Bio Test s.r.0. v Konarovicich. Bylo pouzito
40 sam@ ve stdi 10 tydni o primérné pa@ateini hmotnosti 296 + 3 g. Potkani byli
rozc&leni doétyr experimentalnich skupin po deseti jedincich. dlé po psti kusech
umisg€ni do plastovych bax o rozngérech 53.5 x 32.5 x 30.5 cm opatych kovovou
miizkou, nadrzkou na vodu a krmitkem. Po dobu expatton byly v mistnosti s boxy
nasledujici podminky: teplota = 23 +°C, vlhkost = 60 % a stelny rezim 12/12 h
swtlo/tma @i maximalni intenzit swtla 200 Ix.

Prvnich sedm tydnexperimentu bylo vSech 40 potkakrmeno stejnou sési
za W&elem navozeni obezity a vzniku nizkého stuphronického z&#tu organismu.
Krmna sm¢s obsahovala MYPO (kompletni krmnaé&npro mysi a potkany) od firmy
Biokron v Blwing, kondenzované slazené mléko (Salko) od firmy Tat@ezi lgj
a premix (vitaminy a mineraly) v mnoZstvi 380 + 4600 + 20 g kg'. SloZeni
MYPO je nasledujici: pSenice, oves, pgagiklicky, sojova motka, extrudovana séja,
kukufice, suSené mléko, suSena syrovatka, suSené keasmidety vapenec,
monokalciumfosfat,d a L-lysin hydrochlorid.

Po sedmi tydnech byli potkani rageni do ¢ty skupin - T, S, F, A. Kontrolni
skupina byla ozngna jako T (tallow =tj). Potkarim skupiny T bylo po celou dobu
experimentu (7 + 7 tydr) podavano stejné krmivo (obsah nasycené kysehhyipovée
a kyseliny stearové z celkového mnozstvi mastnygbelin byl 55,4 %). Ostatni
skupiny byly po zbyvajicich 7 tydn krmeny zakladni krmnou sisi MYPO
s piidavkem pislusného oleje (6 % z celkoveho mnoZstvi krmiv&kupirg
S (safflower = s#tlice) byl po dalSich 7 tydndo krmiva gidavan olej ze silice
barviské v mnoZstvi 60 g kg (obsah n-6 polynenasycené mastné kyseliny linolové
byl 65,7 %). Skupina F (fish oil = rybi olej) dogtda krmivo s pidavkem rybiho oleje
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(Jecoris aselli oleum60 g- kg*'). Obsah EPA byl 8,4 %. Posledni skupinasené
A (alga =tasa) byl ke krmivu fimichén olej ziskany gasySchizochytriuniDHASCO-
rostlinny olej zitas, DSM Nutritional Products North Amerika, Parsipp, NY, USA)
v mnoZstvi 60 g kg*. Obsah DHA byl 29,1 %. MnoZstvi Zivin a metaboliatelné

energie v 1 kg krmiva u jednotlivych skupin je ugad v tab. 2.

Tab. 2: MnozZstvi Zivin a metabolizovatelné energie v krkgiva. NFE (nitrogen-free
extractives) — bezdusikaté latky vytazkové

Protein Tuk Vlaknina NFE Energie

g g g g MJ - kg™
S,F, A 228 85 48 639 15,8
T 145 208 26 621 18,9

Krmivo se podavalo ve forénkoule o hmotnosti 200 g. Potkani byli krmeni a
napajeni kazdy dead libitum Denré se zaznamenavala spaiia krmiva, v tydennich

intervalech pak firastek/Ubytek hmotnosti kazdého potkana zulas

4.2 Chemicka¢ast experimentu

Po ukoreni experimentu (7 + 7 tydna 12 hodinové vykméni) byli potkani
uvedeni do nark6zy pomoci inh&taho anestetika Isofluran a punkci perikardu byly
odebrany vzorky krve do heparinovych zkumavek. &l byli potkani human#
utraceni zvySenim davky Isofluranu a byly odebranyorky jater a visceralni

(epididymalni) tukové tk&hpro dalSi analyzy.

4.2.1 Stanoveni koncentrace glukozy v krvi — glykéma

Koncentrace glukozy v krevni plasniglykémie) byla stanovena enzymaticko-
kolorimetrickou metodou pomoci automatizovanéhondbkého analyzatoru BS400
(Mindray, Cina) a komemich kitii (Greiner Diagnostic GmbH, decko).

4.2.2 Stanoveni mastnych kyselin v krmivu a ve tkdoh

Ze vzorki visceralni tukové tk&na jater byla lyofilizaci odstr&na volna
I vazana voda ztvodu zvySeni vyiZznosti lipidi pii extrakci. Poté byly vzorky
homogenizovany v mixéru (Moulinex model D56, Fra)ci a geneseny
do Erlemayerovy hiky o objemu 150 ml. # samotné extrakci MK se k jednotlivym
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vzorkim pridalo 30 ml smisi rozpoustdel HIP 1 (hexan/2-propanol v pém 3:2)
a snés byla nasledh umistna do ultrazvukové 1az2nPS10000 (Notus-Powersonic,
Vrable, Slovakia) na 15 min. Ziskany extrakt sdtroival pres Blchnerovu nalevku
a kfiltratu se pdalo 24 ml roztoku NgOy (siran sodny). Po pi@pani a Uplnéem
odctleni jednotlivych vrstev vdici nélevce se vrstva n-hexanuefiltrovala pges
0,5 g bezvodého N8O, do extrakni baiky. Vodna vrstva se extrahovala v 10 ml
HIP 2 (hexan/2-propanol v pamu 7:2). Vrstva n-hexanu se po re-extrakci R&n
piefiltrovala do extraéni baiky. Rozpoustdlo bylo ze vzorku odgano na roténi
vakuové odparce (RV 05-ST 1P-B model, IKA Labortekh Staufen, Nmecko)
pii teplo€ 40 °C. Zbytky rozpoustlla byly ze vzorku odstr&ny pomoci dusiku.
Lipidy byly stanoveny gravimetricky.

Nasled® byly vzorky derivatizovany v alkalickéem prosti, aby doSlo
ke vzniku methylestérMK (FAME — fatty acid methyl estgrkteré jsoudkawjsi nez
volné MK a tedy vhod¥jSi pro stanoveni metodou plynové chromatografi®.nig
extrahovanych lipid se smichalo s3 ml viiitiho standardu (15:0) a 1 ml
butylhydroxytoluenu pro prevenci oxidace MK a &mbyla na 5 min. umi&a
v ultrazvukové lazni. Déle bylytmlany 2 ml 0,5M methanolatu sodného {CHa
(1,15 g Na/100 ml metanolu) a &mnse néaslednzaltivala pod zptnym chladtem
ve vodni lazni @i 60 °C po dobu 5 minPfes zgtny chladé byly pridany 2 ml 14%
methanolického roztoku fluoridu boritého BF3 &tope snis zaltivala po dobu 5 min.
Po ochlazeni sefiglaly 2 ml isooktanu a 5 ml nasyceného vodnéhaikaztNaCl. Snis
se dikladre prottepala (15 s). Po vychladnuti doSlo k &lédi organické vrstvy, ktera
byla odebrana (5 ml) do vialky pro nasledné standoMK v plynovém chromatografu.

Stanoveni MK probihalo na plynovém chromatograff E890 (Hewlett-
Packard) na kapilarni koléninnowax (30 mm x 0,25 mm x 0,25 mm; Agilent
Technologies, J & W Scientific, Santa Clara, CA,A)Snjektor byl vyhivan na 260
°C a detektor (FID) na 275 °C. Parametry teplotrphmgramu byly: 150 °C/1 min-
narist o 10 °C/min. do 200 °G> narist o 3 °C/min. do 260 °G> 260 °C po 3 minuty.
Nosnym plynem byl dusik () s pfitokem 1,0 ml/min., tlak byl 145 kPa a split p&gm
byl 60:1. Pro identifikaci FAME byl pouzit standalRUFA No. 2 (Supelco, Bellefonte,
PA, USA). Obdobny postup byl pouZzit i pro stanovieid v krmivu.

Stanoveni MK v ramci projektu IGA provéd Ing. Barbora mcova. Podilela

jsem se na derivatizaci MK z tukové a jaterni tkan
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4.3 Molekularné-biologicka ¢ast experimentu

4.3.1 OdkEr vzorkd pro genovou expresi

- RNAlater (Ambion)
- 1,5 ml zkumavky

Do 24 zkumavek s 1 ml RNAteru se od 4 potkahn(4 - 6 zkumavek) odebraly
vzorky jater na optimalizaci (5 40-60 mg, 1- 5-6 ks). Dale byly odebrany vzorky
na testovani od 40 potkampo tech zkumavkach (140-60 mg, 2 5-6 ks) a zkumavky
se po okraj doplnily RNRaterem Velikost vzorku byla max. 0,5 cm. Zkumavky se
ulozily pites noc fi 4 °C, aby RNAater penetroval do vzorku, poté se zamrazity p
-20°C.

4.3.2 1zolace RNA

- Vzorky jater - 30 mg

- QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA)

- RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen): 1 kolonkabrek, pufry RW1, RPE,
RNase-free voda, 1 &ma zkumavka, 1,5 ml zkumavka

- chloroform

- 70% ethanol

- 1.2 ml zkumavka/vzorek

- 2- 1,5 ml zkumavka/vzorek

- homogenizator FastPrep

- centrifuga (Mikro 200, Hettich)

- chlazené centrifuga (4 °C)

Pred vlastni izolaci se vzorek vytahl z RN#eru, osusil a viozZil do lyzéniho
roztoku. Do 2 ml zkumavky se skkrymi kulickami se pidal 1 ml QIAzol Lysis
Reagentu a 30 mg jater (malé kousky), poté s& sthomogenizovala ve FastPrepu
2 - 10 s/stupg 6 a zcentrifugovala 5 min./12 000 rpm (13 684; RCF (elative
centrifugal force) +elativni centrifugani sila; g = tihové zrychleni)ip4 °C. Lyzat se
piepipetoval do 1,5 ml zkumavky a nechal stat 5 minpokojové teplot — disociace
nukleoproteinovych kompléx Poté se fidalo 200 pl chloroformu, prgpalo a ogt

nechalo 2-3 min. ip pokojové teplat. Snes se zcentrifugovala 15 min./13 000 rpm
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(16 060- g) pi 4 °C, poté se horni vodna faze napipetovala donll, zkumavky
a pidal se 70% etanol v pafru 1:1 a smis se zvortexovala.

700 pl smdsi se peneslo do kolonky umigté ve sbrné zkumavce, ktera se
zcentrifugovala 15 s/10 000 rpm (9 503g) pri pokojové teplat. Tento krok se
opakoval do v§erpani smisi. Poté se do kolonky napipetovalo 700 pl pufru RW
a zcentrifugovalo 15 s/10 000 rpm (9 508). Déle se do kolonky napipetovalo 500 pl
pufru RPE a zcentrifugovalo 15 s/10 000 rpm (9 5@3. Ot se napipetovalo 500 pl
pufru RPE a zcentrifugovalo 2 min./10 000 rpm (8 5@).

Kolonka se vlozila daisté 2 ml sbrné zkumavky (satast kitu) a dodateé
zcentrifugovala 1 min./13 000 rpm (16 06Qy). Poté se kolonka vlozila do 1,5 ml
zkumavky a pidalo se 30-50 pl RNA-free vody a zcentrifugovalonin./10 000 rpm
(9 503 - g). Znovu se napipetovalo do kolonky 30-50 ul RfiMée vody
a zcentrifugovalo 1 min./10 000 rpm (9 503g). Kone&ny izolat se uchovaval
pii -80 °C.

4.3.3 Elektroforeticka kontrola izolace RNA

- 10x FA pufr

- 37% formaldehyd (12,3 M)

- Ethidium bromid (0,5 mg/ml)
- Agaroza

- Destilovana voda (ddiD)

- 5x RNA nanéseci pufr

- Vanicka na gel

- Elektroforeticka vana + zdroj

Pomoci elektroforézy na 1,2% agarézovém gelu sgiloyzda izolace RNA
probihla v pdadku. Gel seffipravil nasledova:

Nejprve se smichalo 0,6 g agarézy, 5 ml 10x FAypafd5 ml destilované vody.
Smes se zamichala, roztika a zchladila na 65C. Poté se ke stai pridalo 0,9 ml
formaldehydu a 12,0 pl ethidium bromidu (0,5 mg/n8s se nalila do vadky
na gel a nechala se ztuhnout. Nastesi gel vioZil do elektroforetické vany a zalil se
1000 ml 1x FA pufrem a nechal se 30 min. odstat.
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Mezitim se vzorky smichaly s 5x RNA nandSecim gmfrnechaly se inkubovat
po dobu 3-5 min. ifp 65 °C. Po ochlazeni se vzorky nanesly na gel a spuséla

elektroforéza.

piiprava 10x FA pufru (250 ml):

Ke 200 ml vody se ijalo 10,465 g MOPSu (3-morfolinpropansulfonova
kyselina; ¢ = 200 mM), 1,701 g octanu sodného EO=mM) a 5 ml EDTA (500 mM)
0 pH 8. Snis se rozmichala a doplnila vodou do 250 ml. PoriNa€dH se upravilo pH

na’.

piiprava 1x FA pufru (1000 ml):

Ke 100 ml 10x FA pufru sefigalo 20 ml formaldehydu a 880 ml vody, poté se
smes dikladné promichala.

priprava 5x RNA nanaseciho pufru:

Na gipravu 10 ml nanasSeciho pufru se smichalo 16 pmnfaoolové motk,
80 ul EDTA, 720 ul 37% formaldehydu, 2 ml 100% @au, 3,084 ml formamidu,
4 ml 10x FA pufru a 0,1 ml RNase-free vody.

4.3.4Reverzni transkripce mMRNA

- izolovana RNA

- Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen): 1&X pufr, dNTP mix, Reverse
Transcriptase, RNase-free voda

- oligo dT primery

- inhibitor RNéaz

V PCR zkumavce ulozené na ledu se smichaly vSedalkni slozky dle tab. 3,
které se nasle@mechaly inkubovat 60 minip37 °C. Vznikla cDNA se zamrazilaip

-20 °C pro dalSi analyzy.
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Tab. 3:Reakni sloZky pro reverzni transkripci mRNA.

Reakéni slozka objem

H.,O do 20ul

10x RT pufr 2,Qul

dNTP mix (5M kazdy) 2,

oligo dT (10uM) 2,0ul

inhibitor RNaz (10 Udl) 1,0l

Omniscript Reverse Transkriptase |0

RNA mnozstvi odpovidajici g
celkem 20l

4.3.5 PCR v realnéntase

- CDNA

- PowerSYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystemsyl€lzad, CA, USA)
- UNG (Uracil-N-glykosylaza) - AmpErase® Uracil N-glysylase (Applied

Biosystems)
- primery (10 pmoll)
- PCR HO (Top-Bio)
- pipety + Spiky s filtrem

Ve zkumavce se smichaly vSechny kedkslozky dle tab. 4. S&és8 se poté
analyzovala vfstroji 7500 Real-Time PCR Systém (Applied Biosystg
Ke kazdému paru primérbyla provedena negativni kontrola. Vysledek se&iibv
gelovou elektroforézou. Specifita kazdého PCR fragim byla o¥rena sekvenovanim
v pristroji ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied ddiystems) za pouZiti
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing kitu.

Tab. 4:Reakni sloZzky pro PCR v realnétase.

Reakéni slozka objem
Hzo 8,4 }J.|
UNG 0,2 pul
SYBR Green 10,0 pl
mix primeri 0,4 ul
cDNA 1,0 pl
celkem 20ul
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Teplotni profil reakce:

Cilové geny: 2 min./50C, 10 min/95°C — 40 cykl po 15 s/95 C + 1 min/60°C
Actb: 2 min./50°C, 10 min/95°C — 40 cykl po 15 s/95C + 30 s/65C + 30 s/60°C
Program denaturace: 1 cyklus 15 s/@5+ 1 min./60°C + 30 s/95C + 15 s/60°C

Sekvence imého a zptného primeru u jednotlivych gén

GPR120
primy: 5-CCCAACCGCATAGGAGAAATC-3
zpetny: 5-ACACTCGGATCTGGTGGCTCT-3"
AdipoR1
primy: 5-GATGTTCTTCCTGGGTGCAGTG-3’
zpetny: 5-CAGAGATGCCCAGGACACAGAC-3
AdipoR2
primy: 5-ATCTGTGTGCTGGGCATTGC-3"
zpetny: 5-AGCCAGCCTATCTGCCCTATG-3

Housekeepingovy geACTB— B-aktin:
primy: 5-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3’
zpetny: 5-GTTTCATGGATGCCACAGGATT-3’

Primery pro cilové geny navrhoval Bc. Ing. Ondr&ulféty a pro gerACTB
prof. RNDr. AleS Knoll, Ph.D.
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4.4 Statistické vyhodnoceni

Vzorec pro vypoitani genové exprese:

(1 + ECG)ACT—CG(kontrola —vzorek)

o (1 + EHG)ACT—HG (kontrola — vzorek)

Pouzité zkratky:

R = relativni vyjadleni expreseii kontrole (%)

Ecc =efektivita (Einnost) gPCR reakce pro cilovy gen

Enc = efektivita (&innost) gPCR reakce pro housekeepingovy gen
- Jako hodnotu E jsme uvazovali efektivitu optim&rii

ACr (kontrola - vzoreky r0zdil Grhodnot u kontrolni a experimentalni skupiny proydgen

Vysledky relativni exprese gérbyly vyhodnoceny pomoci softwaru gbase+
(Biogazelle NV, Zwijnaarde, Belgie). Rozdily v Grovexprese byly posuzovany
metodou analyzy rozptylu (ANOVA; Statistica 12, tSiaft Inc., Tulsa, USA) pomoci

jednostupiového tidéni analyzy rozptylu etng zjisténi kontrast Tukeyovym testem.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Fijem krmiva a hmotnost potkani

Prijem krmiva u kontrolni skupiny (TXinil (za celou skupinu) gmerné
115 g.deft, u skupiny s fidavkem oleje ze stlice barviské (S; zdroj LA) to bylo
156 g.deft, u skupiny s fidavkem rybiho oleje (F; zdroj EPA) bykiem krmiva
151 g.deft a u skupiny sifdavkem oleje #asy Schizochytrium(A; zdroj DHA)
to bylo 135 g.deh (Tab. 6).

Patateini primérna hmotnost potkanbyla 296 + 3 g. Na konci 7. tydne, tedy
pied rozélenim do skupin podle diety, byla jejichupnérna hmotnost 464 + 3 g bez
vyznamnych rozdil mezi jednotlivymi boxy s potkany (P > 0,05). Nankd
experimentu byly pgimérné hmotnosti potkanu kontrolni skupiny (T) 583 + 13 g,
u S diety 560 £ 7 g, u F diety 557 + 9 g a u Aylied2 + 10 g (tab. 5). Bmérny denni
prirastek hmotnosti potkdnod nasazeni diety byl u kontrolni skupiny (T) 1#96,1 g,

u S diety 1,52 +0,1 g, u F diety 1,81 £ 0,1 gA diety 1,28 £ 0,1 g (tab. 6).

Pouze extrakt Zasy Schizochytrium(dieta A) pfikazre (P < 0,05) snizil
konenou hmotnost potkdn a to nejen oproti kontrole (T), ale i oproti diet
F a S (Graf 1). Kyselina dokosahexaenova tedyemmit vliv na snizeni mirné obezity,
coz potvrzuje i niz8i hmotnost tukoveé tk&akupiny A (9,7 g) oproti kontrole (15,1 g).

Praimérny denni pirastek hmotnosti potkan skupiny A byl pfikazreé nizsi
(P < 0,05) oproti kontrole (T) i oproti potkém krmenych dietou stfllavkem rybiho
oleje (dieta F; Graf 2). U skupiny S byl sice deptirastek hmotnosti nizSi oproti

kontrole (T), ovSsem tato hodnota neni statistickikpzna (P > 0,05; Graf 2).
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Tab. 5:Hmotnost (mpotkan: v pribehu experimentu.

Pocateéni m pred Kone éna
Skupina hmotnost rozd élenim A R-P () hmotnost A K-R ()
)] )] )]
T 300 +8 486 8,5 185,6 + 13 583 +13 97 +7
S 294+ 6 478 +6 184 +6 560 £ 7 81+6
F 295+ 7 459 +9 164 +8 557 £ 9 98+3
A 294 + 4 432 +7 1385 502 £ 10 70+3

Pozn. - pumer £ stredni chyba pimeru

AR-P —rozdil mezi péatecnhi hmotnosti tnmotnosti ped rozdlenimdo dietarnich skupir4K-
R —rozdil mezi hmotnostifpd rozdlenim a konénou hmotnos, T - kontrolni dieta (zakladr
krmna srds s20 % hovziho loje + 40 % kondenzovaného slazeného mléka + [@eéxnixu-
vitaminy/mineraly)S - zakladni krmna s#és < 6 % s¥tlicového olejeF - zakladni krmné sés
S 6% rybiho tuku (komeni oleum ecoris aselli);A - zakladni krmna s#is < 6 % oleje zasy
Schizochytrium

620
b
600
=~ 580 -
8 b
£ T
]
e 560
L
\m ~
S 540
()
c
(]
¥ 520 a
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T s F A

Graf 1: Hmotnost potkadrna konci experiment

T - kontrolni dieta (zakladni krmna &m <20 % hovziho loje + 40 % kondenzované
slazeného mléka + 2 % premi>- vitaminy/mineraly);S - zakladni krmna s&s <6 %
swtlicového olejejF - zakladri krmnd srds s 6% rybiho tuku (komeéni oleum jecorisaselli);
A - z&kladni krmna sés s6 % oleje z:asy Schizochytrium

a, b — hodnoty oznéené riznymi pismey se od sebe liSi na hladinryznamnosti < 0,05,
méreno pomoci jednostufmvého fidéeni analyy rozptylu (ANOVA)cetre zjiSteni kontrast

Tukeyovym testem
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Tab. 6:Prirustky hmotnosti potkamn denni pijem krmiva (DPK) a hmotnost tka

Pfirastek Prirdstek DPK-S DPK-J
P-R (9) R-K (9) )] )]
T 3,6+0,3 1,79+0,1 115 23 17,5+0,6 15,1+1,0

S 36+0,1 152+01 156 31,2 16,4 +0,3 11,1+0,7

F 32+0,2 181+0,1 151 30,2 17,5+0,2 11,0+ 0,6

A 2,7+0,1 1,28+0,1 135 27 16,0+0,5 9,7+0,6
Pozn. - pumer £ stiedni chyba pimeru

Skupina m jater (g) m tuku g)

Piirastek P-R— denni giristek hmotnosti od géatku experimentu do roZéni do skupin
Prirastek R-K—denni giristek hmotnosti od ro2éni do skupin do konce experimerDPK-
S —denni gijem krmiva za skupinDPK-J —primeérny denni pijem krmiva za jednotlivem —
hmotnost, T - kontrolni dieta (zakladni krmna #m <20 % hovziho loje + 40 %
kondenzovaného slazeného mléka + 2 % pre- vitaminy/mineraly)S - zakladni krmné sés
S 6 % svtlicového oleje;F - zakladni krmna sés s 6 % rybihduku (komedhi oleum jecoris

aselli); A - zakladni krmna s#s < 6 % oleje ziasy Schizochytrium
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Graf 2: Priristek hmotnosti potké@rza den od rozeni do skupin do konce experime

T - kontrolni dieta (zakladni krmna &m <20 % hovziho loje + 40 % kondenzované
slazeného mlék + 2 % premixu- vitaminy/mineraly);S - zakladni krmna s&s <6 %
swtlicového olejejF - zakladni krmna sés < 6 % rybiho tuku (komeéni oleum jecorisaselli);
A - zakladni krmnd sés s6 % oleje z:asy Schizochytrium

a, b — hodnoty oznéené riznymi psmenyse od sebe liSi na hladirvyznamnosti F< 0,05,
méreno pomoci jednostufmvého fidéni analyzy rozptyll (ANOVA) véetre zjiSteni kontrast

Tukeyovym testem
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5.2 Stanoveni koncentrace glukézy v krvi - glykémie

Predpokladali jsme, Ze u kontrolni skupiny (T) budezhledem
k navozeni mirného stavu obezity koncentrace glkokrevni plazmd vysSi oproti
experimentalnim skupindm S, F, A. U kontrolni skypi(T) byla hladina glukdzy
v plazn¥ 11,07 mmol - t. U skupiny s dietou S to bylo 10,04 mmol™, u F diety
10,30 mmol - T a u skupiny s A dietou 9,55 mmor™. |

Pridavek oleje extrahovanéhaasy roduSchizochytriun{A dieta; zdroj DHA)
prikazre (P < 0,05) snizil hladinu glykémie oproti kontrate 85 % (tedy o 15 %)
a mel tendenci (P > 0,05) sniZzovat glykémii i ve sronhé rybim (F dieta; zdroj EPA)
i swétlicovym (S dieta; zdroj LA) olejem (Graf 3).

Rozvoj stavu mirné obezity u potkakontrolni skupiny (T) miZze byt odvozen
ze srovnani naSich vysleiliglykémie (0 9 % vysSi hladina glukézy oproti ,,n&ni*
skupire S) a koné&né hmotnosti potkan (o 5 % vysSi konma hmotnost oproti
.nheutralni” skupig S) s daty uvedenymi ve studii aut@akaiet al. (2013). Tato studie
uvadi, Ze u mirhobéznich potkanse hladina glukézy v krvi zvysila o 10 % a koné
hmotnost se zvySila 0 6 % oproti skugirktera netrpi obezitou. Skupina S je v nasi
praci ozndena za neutralni, jelikoz tato dieta élen vyrazé nizSi obsah
metabolizovatelné energie oproti T, ale r&meobsahovala EPA a DHA, u kterych
se redpoklada, Ze maji pozitivni vliv na snizovani miobezity.

Huertaet al. (2015) ve své studii podavali denh,3 g EPA formou suplement
obéznim Zendm po dobu 10 tydrAutori prabézne metili koncentraci glukozy v krvi
a dosli k zawru, Ze podavani EPA vyrazrsnizuje hladinu glykémie oproti kontrolni
skupire (obézni zZeny, bez EPA suplementace). Tyto vysleodgitivré korelovaly

i s hmotnosti Zen s EPA suplementaci, ktera sesfosmizovala.
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Graf 3: Koncentrace glukdzy krvi potkani

T - kontrolni dieta (akladni krmna sés <20 % hovziho loje + 40 % kondenzované
slazeného miléka + 2 % premi> vitaminy/mineraly);S - zdkladni krmn& sts <6 %
switlicového olejeF - zakladni krmndé s#is < 6 % rybiho tuku (komeéni oleum jecorisaselli);
A - z&kladni krmna sés s6 % oleje z:asy Schizochytrium

a, b — hodnoty oznéené riznymi pismey se od sebe liSi na hladinrvyznamnosti < 0,05,
méreno pomoci jednostufmvého fidéni analyzy rozptyll (ANOVA) véetre zjiSteni kontrast

Tukeyovym testem

5.3 Stanoveni mastiych kyselin v krmivu a ve tkanich

Pomoci metody plynové chromatografie byl stanovdssab kvantitativé
a fyziologicky vyznamnych mastnych kyselir pouzitych potravinovych zdrojic
(howzi laj a dietarni olee), v krmivu, ve viscerdlni (epididymalni) tové tkani

a v jatrech.

5.31 Stanoveni mastnych kyselin krmivu

Procentudlni zastoupeni kvantitativia fyziologicky vyznamnych mastny:
kyselin vpouzitych potravinovych zdrojich (h&i laj a dietarni oleje) u dnotlivych
skupin je uvedeno tab. 7. Pocentualni zastoupeni kvantitatévra fyziologicky
vyznamnych mastnych kyselit krmivu jednotlivych skupin pak \ab. 8

Kontrolni skupina potkah (T) méla stravu bohatou fpvazié na kyselint
olejovou. MnoZzstvi EPA a DHA bylo zanedbatelrSkupina potkni s dietou S @la
stravu bohatou na n6yselinu linolovou (LA; 65,7 %), u které séegolpoklada, ze je§
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zvySi riziko ateroskler6zy podninou vznikem mirného chronického 2&n
organismu. MnoZstvi EPA a DHA ve st&a8 skupiny je rové¢ minimalni. Skupina F
dostavala stravu bohatou na n-3 mastnou kyselikosapentaenovou (EPA; 8,4 %).
Rovrez zde vSak byl vysoky podil kyselin DHA (11,9 %A (19,9). Posledni skupina
potkari s A dietou mdla stravu bohatou na n-3 kyselinu dokosahexaendizdtA;
29,1 %). Obsah LA v této diebyl 19,0 % a EPA pouze 2,0 %.

Tab. 7:Procentudlni zastoupeni mastnych kyselin v pougigcojich krmnych davek

Obsah mastnych kyselin v oleji/tuku (% ze sumy MK)

Mastné kyselin
4 y Hovézilij  Svétlice® Rybiolej® Microalga ®

Myris tovéa 14:0 2.2 1.2 5.6 6.4
Palmitova 16:0 29.4 9.1 16.3 16.6
Palmitoolejova 16:1 2.5 1.4 9.1 2.9
Stearova 180 20.6 3.9 4.1 3.7
Olejova 18:1n-9 40.2 15.0 26.1 17.5
Linolova (LA)  18:2n-6 2.6 62.5 10.5 7.9
Arachidonova 20:4n-6 0.7 1.3 1.8 2.7
a-Linolenova  18:3n-3 0.9 1.2 2.4 2.4
EPA 20:5n-3 0.1 1.3 9.7 2.9
DPA 22:5n-3 ND 1.1 2.2 2.6
DHA 22:6n-3 0.1 2.0 12.2 34.4

1 — olej ze sdtlice barvi'ské; 2 — komeni oleum jecoris asseli; 3 — olejasy rodu
Schizochytrium microalga; ND — nedetekovano

Tab. 8:Procentudlni zastoupeni kvantitativa fyziologicky dlezitych MK v krmivu.

Obsah mastnych kyselin v krmivu (% ze sumy mastnych

Mastné kyseliny kyselin)
T S F A
Myristova 14:0 4.5 0.5 4.6 4.4
Palmitova 16:0 27.5 10.5 18.2 17.5
Stearova 18:0 27.9 2.9 3.9 2.8
Olejova 18:1n-9 33.7 17.9 26.3 21.6
Linol ova (LA) 18:2n-6 5.6 65.7 19.9 19.0
a-Linolenova 18:3n-3 0.8 1.1 4.3 1.7
EPA 20:5n-3 0.0 0.4 8.4 2.0
DPA 22:5n-3 0.0 0.4 2.5 1.9
DHA 22:6n-3 0.0 0.6 11.9 29.1
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T - kontrolni dieta (zékladni krmnéd gms 20 % haiziho loje + 40 % kondenzovaného
slazeného mléka + 2 % premixu - vitaminy/minerély)- zakladni krmna sés s6 %
swtlicového olejeF - zakladni krmné sés s 6 % rybiho tuku (kom@n oleum jecoris aselli);

A - z&kladni krmna sés s 6 % oleje zasy Schizochytrium

5.3.2 Stanoveni EPA a DHA v tukoveé tkani a v jatret

Obsah kvantitativk a fyziologicky vyznamnych kyselin EPA a DHA a i
sumy (EPA + DHA) v epididymalni tukové tkani a \rgch u jednotlivych dietarnich
skupin je uveden v Tab. 9idtlpokladali jsme, Ze u skupin T a S bude obsah EPA
a DHAnizky. Naopak u F diety séguipoklada zvySeny obsah EPA a u A diety vysoky
obsah DHA ve tkéanich.

Obsah DHA a nasledni obsah sumy EPA+DHA v epididymalni visceralni
tukové tkani potkain krmenych dietou A sfidavkem oleje #asy Schizochytriunbyl
n¢kolikanasobg vyssi (P < 0,05; Graf 4) ve srovnani s potkanypsky F (samoizejmeé
i s potkany skupiny S a potkany kontrolnimi), cog fodle gedpokladu nilo vést
k vys8i produkci hormonu adiponektinu a nastedla zvySenému uvbvani tohoto
hormonu do krevniho @bu. Tento pedpoklad byl potvrzen. Koncentrace adiponektinu
v plazn® u A skupiny (7 £ 0,2 pg mi™) byla vyrazs vyssi (P < 0,05) oproti skupirs
(5,9 +0,3ug m?)iT (56 +0,3 pg mi). Koncentrace adiponektinu v plazryla
v ramci projektu IGA mifena metodou ELISA, tatéast vSak nebyla soasti cii mé
diplomové prace. Rowiz obsah EPA u F diety byl vyznaryssi (P < 0,05) oproti
skupire T a S.

V jatrech byl roviz prokazan vyraznvyssi (P < 0,05) obsah EPA, DHA i sumy
EPA + DHA ve skupinach s dietou F a dietou A opkathtrolni skupig T a skupig
S (Graf 4).

Zvysené mnozstvi PUFA n-3 (hlaviePA a DHA) v krmivu (F dieta, A dieta)
tedy ovliviiuje Zadouci zvySeni hladingchto mastnych kyselin v jaterni i tukové tkani.
ZvySeni obsahu EPA a DHA v déein¢lo vliv i na vzajemny porr n-6 a n-3 PUFA,
ktery se téms priblizil k optimalni hodnat, kterd je spojena se sniZzenym rizikem

vyskytu onemoceni srdce a cév, tedy i aterosklerézy.
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Tab. 9:Obsah EPA a DHA tukové tkéni a v jatrech potkan

Tukova tka i (Mg * g Jétra (mg - g")

Dieta
EPA DHA EPA+DHA EPA DHA EPA+DHA

T 009+0005 04+004 05+004 0,13+0,006 1,18+0,05 1,31+0,05
S 016+0,006 1,08+0,06 1,24+0,06 0,08+0,007 1,31+0,05 1,39+0,05
F 4,03+0,18 9,39+048 134+066 215+0,09 4,37*01 6,52+0,15
A 1,3+0,06 31+1,11 323+1,16 0,74+0,03 5,97 +£+0,31 6,72+0,33

Pozn. - pumer £ stiedni chyba pimeru

T - kontrolni diga (z&kladni krmna sé8 <20 % hovziho loje + 40 % kondenzované
slazeného miléka + 2 % premi>- vitaminy/mineraly);S - zdkladni krmn4 sts <6 %
switlicového olejeF - zakladni krmndé s#is < 6 % rybiho tuku (komeéni oleum jecorisaselli);

A - z&kladni krmna sés s6 % oleje z:asy Schizochytrium
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Graf 4: Obsah EPA a DHA tukové tkani a v jatrech potkan

T - kontrolni dieta (zakladni krmna <20 % hovziho loje + 40 % kondenzované
slazeného miléka + 2 % premi> vitaminy/mineraly);S - zaklalni krmna s@s <6 %
switlicového olejeF - zakladni krmndé s#is < 6 % rybiho tuku (komeéni oleum jecorisaselli);
A - z&kladni krmna sés s6 % oleje z:asy Schizochytrium

a, b, c—hodnoty oznéené riznymi pismey se od sebe liSi na hladirvyznamnos P < 0,05,
mérreno pomoci jednostufmvého fidéeni analyzy rozptyll (ANOVA) véetre zjiSteni kontrast

Tukeyovym testem.
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5.4 Vyhodnoceni relativni exprese gan

Hodnoty G (treshold cyclg cilovych gefi, které byly namfeny metodou
gPCR, byly normalizovany podle housekeepingovéhoughCTB ktery ma vzdy
stejnou expresi za vSech podminek. Relativniergmv expresi testovanych gen
u experimentalnich skupin (S, F a A dieta) potkdiyly analyzovany ve vztahu
k Urovni exprese génu kontrolni (T) skupiny potkan pomoci softwaru gbase+
(Biogazelle NV, Zwijnaarde, Belgie). Bylo tedy stareno procentualni zvySeni/snizeni
exprese gehexperimentalnich skupin oproti skupikontrolni. Pémérné G- hodnoty
cilovych geid u kazdé dietarni skupiny jsou uvedeny v tab. 10.

V ramci projektu IGA byla testovana jednak exprgeei kodujicich dilezite
receptory kyselin EPA a DHA (gen$PR120, ADIPOR1 a ADIPORZ2iak i exprese
genu pro transkrimi faktor PPAR. Cilem mé diplomové prace bylo vyhodnotit
relativni expresi gehpro receptory (Grafy 5 a 6). PPARyl hodnocen v ramci jiné

diplomové prace.

Tab. 10: Prumérné hodnoty € pro housekeepingovy gen a cilové geny u jednollivy
pokusnych skupin.

Skupiny ACTB GPR120 ADIPOR1 ADIPOR2
T 16,2+0,18 32,3+0,14 21,5+0,06 18,7 £ 0,05
S 16,0+0,17 31,7+0,12 21,5+0,07 19,0 £ 0,06
F 16,1 +0,18 32,3+0,10 21,6 £0,10 19,1 +0,09
A 15,9 +0,15 32,1+0,11 21,5+0,05 19,0 £ 0,05

Pozn. - piimer £ stredni chyba pimeru

T - kontroIni dieta (zakladni krmna gms 20 % hasziho loje + 40 % kondenzovaného
slazeného mléka + 2 % premixu - vitaminy/minerély)- zakladni krmna sés s6 %
swtlicového olejeF - zakladni krmné sés s 6 % rybiho tuku (kom@n oleum jecoris aselli);

A - z&kladni krmna sés s 6 % oleje zasy Schizochytrium
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5.4.1 Relativniexprese gentGPR120

GPR120 jehlavnirr receptorem pro 8- PUFA, hlavé pro EPA a DHA
Protizartlivy ucinek EPA a DHA zprosedkovany pra¥ pies GPR120 je modulov:
vazbou &chto kyselin n GPR120, kdy dojde k aktivaci redepu a nasledhk potlateni
zaretu indukovaného imunitnimi ikami - makrofagy.

Predpoklaali jsme tedy, Ze zvySena hladina EPA a DHAaterni tkan rovnez
povede ke zvySené expr genu kdédujiciho tento receptarysledky relativni genov
exprese geam pro receptor GPR12pro jednotlivé dietarni skupinjsou znazorény
v Grafu 5.
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Graf 5: Relativni genova exprese genu GPF

T - kontrolni dieta (zakladni krmna sm <20 % hovziho loje + 40 % kondenzované
slazeného mléka + 2 % premi>- vitaminy/mineraly);S - zakladni krmna s&s <6 %
swtlicového olejejF - zakladni krmna sés < 6 % rybiho tuku (komeéni oleum jecorisaselli);
A - zakladni krmnd sés s6 % oleje z:asy Schizochytrium

a, b — hodnoty oznéené riznymi pismey se od sebe lisi na hla@i vyznamnosti F< 0,05,
meérreno pomoci jednostuveého tideni analyzy rozptyl (ANOVA) véetre zjisSéni kontrast

Tukeyovym testem

Relativni exprese pro geGPR120byla u potkad krmenych srsi ¢ pridavkem
oleje ze swtlice barviské (S) 124 %ontroly (P < 0,05)u skupiny  pridavkem rybiho
oleje (F) byla relativnéxprese88 % kontroly (P > 0,05 u skupiny pridavkem oleje
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z fasy Schizochytrium(A) byla relativni exprese ro¥# snizena (nefikazre) na 93 %
(P > 0,05) oproti expresi tohoto genu v jatrectoatkolni skupiny (T).

Exprese genulGPR120byla zvySena (P < 0,05) pouze u skupiny, které byl
podavan olej ze stlice barviské (S dieta). Exprese byla oproti kontrole (T; 20D
zvySena o 24 %. Naopak, ani dieta s rybim olejepez@oj EPA), ani dieta s olejem
ztasy Schizochytrium(A; zdroj DHA) prikazre nezvySila (P > 0,05) expresi genu
GPR120nad arove exprese u kontrolni skupiny. Naopak bylatchto skupin exprese
jese nizsi (by nepiikazre; F o 12 %, A o 7 %). Vysledky tedy vyslygsre naopak,
nez se fedpokladalo.

V naSem experimentu, ktery probihalimavivo podminek, tedy nebyla exprese
genu pro GPR120 v jaterni tkani potkaovlivnéna vysokym pijmem EPA (F dieta)
ani DHA (A dieta) ve srovnani s kontrolou. Zhodnoicgximeého in vivo Gcinku
dietarniho rybiho oleje nebo oleje fasy Schizochytriumna drovni exprese genu
GPR120nelze nalézt ani v dostupné literdsuPouze Young Obt al (2010) ve své
studii stimulovali GPR120 pomoci n-3 PUFA. Skupinbéznich potkan a dale
potkaram, u kterych byl gen pro GPR120 citerknokautovan, dereén podavali
suplementy s vysokym obsahem n-3 PUFA. U obéznwmthapi doslo k utlumeni
zaretu, u knokautovanych potkamebyl pozorovan zadny efektedci dosli k zawru,
Ze GPR120 je funini n-3 PUFA receptor, kteryuapobi protizagtlivé vin vivo
podminkach.

Jiné studie potvrzuji, Ze aktivace GPR120 po n@avézn-3 PUFA ma
protizarétlivé U¢inky, ale pouze v podminkach vitro. Napiklad Williams-Beyet al
(2014) zkoumali vliv DHA na potlgeni produkce prozétlivych cytokini pomoci
inhibice transkripniho faktoru NF«B na potkanich busgnych liniich. Tento jaderny
faktor inhibovali prag aktivaci GPR120 po navazani DHA na tento receatori
doSli k za¥ru, Ze aplikace vysokych davek DHA utlumila 2am snizila hladiny
prozargtlivych cytokin.

Liu et al. (2014) rovrez zkoumali protizagtlive ie¢inky DHA pomoci aktivace
receptoru GPR120 na mySich makrofazich a lidskyeimgsnich makrofazich
odvozenych z monodyt Potvrdili protizastlivy vliiv DHA, jelikoZ aplikaci této mastné
kyseliny doslo k aktivaci produkce prostaglandifeE2 s disledkem inhibice signalni
drahy jaderného faktoru NikB a zarove k inhibici sekrece prozétlivého interleukinu
IL-6.
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Mobraten et al. (2013) zkoumali mozné rozdily signalni dradze recepto
GRP120 zpisobené vlivem -3 a n6 PUFA ve stevnich epitelidlnich hikach (Cac-2
buiky). Rovréz dosli kzawru, Zze EPA i DHA byly schopny inhibovat I-kB po vazk
na GPR120Ke stejnym vysledkm dosli i Yan et al. (2013), ktéi rovnéz zkoumali
protizarétlivy potencial -3 PUFA (hlave EPA a DHA) gres aktivaci GPR120 pomc
stimulace prozatlivych makrofagj.

5.4.2 Relativniexprese geifi ADIPOR1aADIPOR2

AdipoR1 a AdipoR2 jsou hlavmi receptory pro kliniky vyznamny hormol
tukové tkaw - adiponektin, ktery ma protizativé ucinky. AdipoR1 a AdipoR2 ted
nejsou pimymi receptory pro EPA a DHA. Vliwthto kyselin na hladinu adiponekti
je modulovan pomocaktivace transkrigniho faktoru PPAR jehcZz zvySena exprese
by méla rovrez zvySovat expresi receptopro adiponektin

Predpokladem tedbylo, Ze zvySena hladina EPA a DHAaterni i tukové tkan
u skupin F a A povede ke zvySené expresiigero receptory AdipoR1 a AdipoR
Vysledky relativni genové exprese g@ermpro receptry AdipoR1 a AdipoR:
u jednotlivych dietarnich skupin jsou zndziom v Grafu 6.
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Graf 6: Relativni genova exprese geADIPOR1 a ADIPOR

T - kontrolni dieta (zakladni krmna <20 % hovziho loje + 40 % kondenzované
slazeného miléka + 2 % premi> vitaminy/mineraly);S - zdkladni krmna sts <6 %
switlicového olejeF - zakladni krmndé s#is < 6 % rybiho tuku (komeéni oleum jecorisaselli);

A - z&kladni krmna sés s6 % oleje ziasy Schizochytrium
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a, b — hodnoty ozn&né riznymi pismeny se od sebe liSi na hladipznamnosti P < 0,05,
meéreno pomoci jednostiapvého kideni analyzy rozptylu (ANOVA)cetre zjiséni kontrast

Tukeyovym testem

Relativni exprese pro gen kodujici AdipoR1 bylgatkami krmenych srssi
s pidavkem oleje ze sWlice barviské (S) 104 % (P > 0,05), u skupinyigdavkem
rybiho oleje (F) byla relativni exprese 82 % (P,85) a u skupiny sifdavkem oleje
z tasy Schizochytrium(A) byla relativni exprese ro¢na 82 % (P < 0,05) vztaZzeno
k expresi tohoto genu v jatrech u kontrolni skugify

Relativni exprese pro gen koédujici AdipoR2 bylgatkari krmenych srisi
s pidavkem oleje ze stWlice barviske (S) 71 % (P < 0,05), u skupiny isdavkem
rybiho oleje (F) byla relativni exprese 68 % (P,85) a u skupiny sifdavkem oleje
z fasy Schizochytrium(A) byla relativni exprese 66 % (P < 0,05) vztazdénexpresi
tohoto genu v jatrech u kontrolni skupiny (T).

Exprese geh kodujicich receptory AdipoR1 a AdipoR2 v jatredah \syrazr
snizila (P < 0,05) v porovnani s kontrolot (T) jakskupiny krmené rybim olejem
(F dieta), tak i u skupiny, které byl podavan aépsySchizochytriunfA dieta).

V ramci projektu IGA byly rovéZ stanoveny hladiny hormonu adiponektinu
ve visceralni tukoveé tkani i v krevni plaznmetodou Western Blot a ELISA.¢mto
metodam se podrobm vénuje jina diplomova prace (Bc. Petra PeSkova), zde
pro komplexnost fedkladané prace uvadim pouze zakladni poznatkydihta
adiponektinu se u skupin s dietou F a dietou Adltysobsah EPA a DHA) #ha podle
piedpokladu zvysit jak ve visceralni tukove tkank vekrevni plasm, coz nglo rovnez
vést i kvysSi relativni expresi gerpro AdipoR1 a AdipoR2. Vysledky relativni
exprese vSak vySly opaé (exprese se snizila), nez segpokladalo. RowE hladina
adiponektinu v tukové tkani &a tendenci se snizovat (P > 0,05) oproti kontrole.
Naopak byl dle fedpokladu zaznamenan vyrazny (P < 0,05)istaadiponektinu
v plaznt.

Vysledky tykajici se vlivu EPA a DHA na hormon painektin, a tedy
i na expresi geh pro AdipoR1 a AdipoR2 jsou wedkladané diplomové praci
nejednoznéné, ale i pes to jsou v souladu téinou dostupnych literarnich zdioj
Napiklad v experimentu autor Lefils et al. (2010) roviéZz nengla DHA vliv
na mnozstvi hladiny adiponektinu v epidydimalnidw& tkani u mysi, ale vyraZrse
zvySila plazmatick& koncentrace adiponektinu.
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Moreno-Aliagaet al. (2010) ve své studii uvéf, Ze po dlouhodobémigobeni
kyseliny EPA (200 pM) na kulturu adipodyin vitro doSlo ke sniZeni genové exprese
receptod pro adiponektin.

U¢inek EPA a DHA pijimanych v potra¥ na expresi gen pro receptory
AdipoR1 a AdipoR2 u potkanin vivo doposud nebyl popsan v dostupné litetatu
Nicmére, autdi Patelet al (2012) dosli k zasru, Ze vzhledem k obe&rvelmi vysoké
koncentraci adiponektinu v plaznpotkari (v pg - mf) je hladina tohoto hormonu
pravdépodobré primarré fizena mnozstvim recepfornez samotnou koncentraci

adiponektinu.
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6 ZAVER

Ve své diplomové praci jsem se z#it@a na vliv n-6 a hlava n-3
polynenasycenych mastnych kyselin na expresii d@nlujicich dlezité membranové
receptory GPR120, AdipoR1 a AdipoR2 na modelovémanismu laboratorniho
potkana. Byl zkouman vliwthto mastnych kyselin, hlagrkyseliny eicosapentaenove
(EPA) a kyseliny dokosahexaenové (DHA) na snizoviaiKa aterosklerdzy, ktera byla
podmirgna Fedpokladanym nizkym stupm chronicky probihajiciho zétu
v organizmu. Z&et byl u potka indukovan vysokym iflimem aterogenni diety.
Na molekularni drovni je funkce EPA a DHA jako ncgutik zaloZzena na modulaci
signalnich drah zpragtdkovanych jadernym faktorem kappa B (NB), ktery hraje
klicovou roli v imunitni prozagtlivé odpowdi na podst. Tyto signalni drahy mohou
byt v buice modulovany prav pifimou vazbou EPA a DHA na receptor GPR120
(stZzejni receptor vstupu EPA a DHA do iky) nebo progsednictvim vazby
protizaretlivého a protiaterogenniho hormonu adiponektinuret@ptory AdipoR1
a AdipoR2, kdy EPA a DHA{s0bi jako agonisté pro zvySeni aktivity adiponektin

Potkani, kt& byli vykrmeni aZz do stavuipdpokladané mirné obezity, byli
rozckleni do skupin podle typu diety. Nasleédse hodnotily rozdily v jejich koreé
hmotnosti mezi jednotlivymi skupinami. Dlefguipokladu byla u experimentalnich
skupin tendence (P > 0,05) ke sniZzovani kogehmotnosti oproti kontrole. U skupiny
s dietou A byl pokles hmotnosti nejvyra&gsi (P < 0,05). DHA ndla tedy na kon&ou
hmotnost potkain nejlepsi dinky.

Dileim cilem této prace bylo stanoveni hladiny glukozkrevni plazns
(glykémie), kdy jsme fedpokladali snizenou koncentraci glukdézy u skupdiesou
S, F i A oproti kontrolni skupthT. N&S pedpoklad byl potvrzen. VyraZrsnizena byla
glykémie u skupiny A (P < 0,05), u ostatnich expemtalnich skupin (S, F) byla pouze
tendence ke snizovani hladiny glukézy (P > 0,05)A0e tedy nejdinnéjSi z pouzitych
MK na snizovani glykémie.

DalSim ditim cilem bylo stanoveni MK v tukové a jaterni tkakdy jsme
rovréz predpokladali zvySeny obsah EPA a DHAégehto tkanich u skupin s dietou
F a A. NasS pedpoklad se ajp potvrdil. Jak v tukové, tak i v jaterni tkani bgbsah
téchto MK vyrazié vyssi (P < 0,05) u F i A oproti kontrolni skupiit i skupiré S.
LepSi vysledky vykazovala DHA oproti EPA, doSlo yed k ¢ast&nému potvrzeni
hypotézy, Ze DHA je jako protizétlivé nutriceutikum efektivijSi nez EPA.
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Mriviw s

Ze u potkaf, kteri meli v diet¢ vysoky @ijem kyselin EPA (rybi olej - F dieta) a DHA
(olej ztasy Schizochytrium A dieta), dojde ke zvySeni exprese gmo receptory
GPR120, AdipoR1 i AdipoR2 oproti kontrolni skupipotkarni, ktera byla po celou
dobu experimentu krmena aterogenni dietou, respekiproti skupi potkari, kteri
byli krmeni snési s gidavkem sw¥tlicoveho oleje (zdroj n-6 mastnych kyselin).

U genuGPR120nedoslo vlivem fidavku rybiho oleje k gikaznému rozdilu
v expresi, zaznamenali jsme pouze f&penou tendenci, a to sniZzeni na 88 %
(P > 0,05). Vlivem pidavku oleje zZ‘asy Schizochytriunbyly vysledky podobné, tedy
shizeni exprese na 93 % (P > 0,05) oproti kontisknpiré potkani (100 %). Vysledky
tedy byly v rozporu s nasi hypotézou.

Rovrez oba geny kodujici receptory pro adiponeké)IPOR1i ADIPOR2
vykazovaly u skupin sifdavkem rybiho oleje i oleje fasy Schizochytriumvyrazre
sniZzenou relativni expresi (P < 0,05). U gehDIPOR1to bylo 82 % pro skupinu
s dietou F i dietou A oproti kontrolni skupinU genu ADIPOR2 to bylo 71 %
u skupiny s dietou F a 68 % u skupiny s dietou #sledky relativni exprese tedy &p
vySly opané, nez jsme fedpokladali. Vramci projektu IGA byly zkoumany
i koncentrace hormonu adiponektinu v tukove tkanikievni plaznd, kde se
piedpokladala vysoka koncentrace u F a A diety. Tatootéza se potvrdila pouze
u krevni plazmy, kde koncentrace adiponektinu tgSena (P < 0,05). Vysledky
tykajici se adiponektinu a exprese jeho recéptotéto diplomové praci a dalSich
paralel@ predkladanych diplomovych pracech jsou tedy nejedao®n ovSem v této
nejednoznénosti se pesré shoduji s dostupnou literaturou: EPA a DHA zvySuji
hladinu adiponektinu v plazin aniz by vSak ovliiovaly mnozstvi adiponektinu
v adipocytech.

Prevazna wtSina dostupné literatury zabyvajici se touto tékoat byla
provadna zain vitro podminek, kde se protizétivy acinek EPA a DHA zkoumal
piimo na konkrétnich bégnych liniich. V naSem experimentu jsme se snayild t
vlivy zkoumatin vivo. Je to komplikovagSi metoda, neliocinek MK neni cileg
smefovan na konkrétni biky a vlivy na organismus jsou zkouméany kompkexBylo
by proto vhodné provést jeStialSi modifikovanén vivo studie s touto problematikou,
které by pomohly vice porozuitnprotizargtlivym ucinkim EPA a DHA na organismus.
Jednou z moznosti jak navysititky EPA/DHA by mohl byt napklad i vySSi obsah
téchto n-3 PUFA v krmivu.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A zakladni krmna siis s 6 % oleje zasySchizochytrium microalga

AA arachidonic acid- kyselina arachidonova

AdipoR1 adiponectin receptor * receptor pro adiponektin 1

AdipoR2 adiponectin receptor 2 receptor pro adiponektin 2

ALA alpha-linoleic acid- kyselinao-linolova

DHA docosahexaenoic acidkyselina dokosahexaenova

EPA eicosapentaenoic acid kyselina eikosapentaenova

F F dieta, zékladni krmni s s 6 % rybiho tuku (kom&ri oleum

jecoris asseli)

GPR120 G protein-coupled receptor 120receptor sfezeny s G proteinem 120

LA linoleic acid— kyselina linolova

LT leukotrien

MK mastné kyseliny

MUFA monounsaturated fatty acidsmononenasycené mastné kyseliny
NF-xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acta@B cells — jaderny

faktor kappa B

PG prostaglandin

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor receptory aktivované
proliferatory peroxizora

PPARy peroxisome proliferator-activated receptor gamma receptory

aktivované proliferatory peroxizairgama

PUFA polyunsaturated fatty acids polynenasycené mastné kyseliny

S S dieta, zakladni krmna ss1se 6 % sitlicového oleje

SCO srde&né cévni (kardiovaskularni) onemaan

T kontrolni dieta — zakladni krmna 8ms 20 % hosziho loje + 40 %
kondenzovaného slazeného miéka + 2 % premixu mutgmineraly

TF transcription factor transkrigni faktor

TX tromboxan
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